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© TNF-Rezeptor, TNF bindende Proteine und dafur kodierende ONAs. 

© DNA-Sequenzen, kodierend fur ein TNF-bindendes Protein und fur den TNF-Rezeptor. von dem aieses 
Protein die losiiche Oumane darstellt. Oie ONA-Sequenzen kdnnen fur die Hersteilung rekombmanter DNA- 
Molekule zur Hersteilung von TNF-bindendem Protein und TNF-Rezeptor verwendet werden. Rekombinantes 
TNF-bindendes Protein kommt in pharmazeutischen Zubereitungen zur Sehandlung von Indikationen. bei denen 
eine schadigende Wirkung von TNF auftritt. zur Anwendung. Mit Hilfe des TNF-Rezeptors bzw. Fragmenten 
davon oder mit Hilfe geeigneter Wirtsorganismen. transformiert mit rekombinanten ONA-Mo!ekuien. enthaftena 
die fur den TNF-Rezeptor kodierende ONA Oder Fragmente Oder Modifikattonen davon. kdnnen Substanzen auf 
ihre Wechselwirkung mit dem TNF-Rezeptor und/oder auf ihre Beeinflussung car b.ologischen Wirkung von TNF 
ontersucht werden. 
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Die Errindung bezieht sich auf einen TNF-Rezeotor sowie auf ein TNF bindendes Protein. 
Tumornekroseraktor (TNF-a) *urcie ers;mals \m Serum von Mausen und Kaninchen gefunden. cie mit 
eaciilus Calmerte-Guenn inriziert und denen Endotoxin miiziert worden war. und auf Grund semer cytotoxi- . 
schen und Antitumoreigenscharten erkannt (Carswell et al.. 1975). Er wird vor allem von aktivieren 
s Makrophagen und Monozyten proauziert. Zahireiche Zelltypen. die Ziele fur TNF sind. : weisen Oberflacnen- ^ 
rezeptoren m.t hoher Affin.tat fur dieses Poiypeptid auf (Old et al.. 1987); es wurde angenommen. dai3 ! 
Lymphotoxm (TNF-i) an denseiben Rezeptor bindet {Aggarwal et al.. 198S. Gullberg et al.. 1987). TNF-a ist * 
identisch mit einem als Cachecitn beze.chneten Faktor (Beutler et al.. 1 985). der die Lipoorote<nlioase ; 
uaterdruckt und bei cronisch-emzundlichen und malignen Erkrankungen zur Hypertrigiycencamie itiha 
io (Toaie et al.. 1985. Mahoney et al.. 1985). TNF-a durfte an der Regulation des Wachstums sow.e an cer ^ 
Oifferenzierung und Funktion von Zellen, die bei Entzundungen. Immunvorgangen und Hamatopcese erne : 
Roile spieien. beteiiigt sein. 

TNF kann auf den Wirtsorganismus durch Stimulation von Neutrophilen (Shalaby et al.. 1985. Kleoanon . ^ 
et al.. 1986) und Monocyten sowie durch Hemmung der Replikatton von Viren (Mestan et al.. 1986. Wong et 
is al.. 1986) eine positive Wirkung ausuben. Oaruberhinaus aktiviert TNF-a die Immunabwehr gegen Parasiten^ 
. und wirkt direkt und/oder indirekt als Mediator bet Immunreaktionen. entzundlichen Prozessen und anderen« ( 
Vorgangen im Organismus. wobei die Wirkmechanismen in vielen Fallen noch ungeklart sind. 
Oie Verabreichung von TNF-a (Cerami et al.. 1988) kann jedoch auch von schadlichen Erscheinungen* . 
(Trac*y et al 1986) wie Schcck- und Gewebeschadigungen begleitet sein. die durch Antikorper gegen 
TNF-a aufgehoben werden konnen (Tracey et al.. 1987). Sine Reihe von Beobachtungen \m auf eine Roile 
von endogen freigesetztem TNF-a bei verschiedenen pathologischen Zustanden schiieflen. So sche.nt TNr- 
a e.n Mediator der Kacnexie zu se.n. die bei chronisch-invasiven. z.B. parasitaren Erkrankungen auftreten 
kann TNF-a schemt auch eine wesentliche Roile bei der Pathogenese des durch gram-negative Baktenen 
verursachten Schocks tEndctoxin-Schock) zu sp.elen; er durfte an einigen. wenn nicht alien Wirkungen von 
Uoopoiysacchariden beteiiigt sein (Beutler et al.. 1988). Ebenso wurde eine Funkt.on von TNF be. den .m 
Rahmen von entzundlichen Prozessen in Gelenken und anderen Geweben auftretenden Gewebeschad.gun- 
gen sow,e be. der letalitat und Morbiditat der Gratt-versus-host reaction (GVHR, Transplantat-Abstojung 
Tpiguet et al 1987) postuliert. Auch wurde e.n Zusammenhang zwischen der Konzentration von TNF .m 
Serum und dem todlichen Ausgang von Meningokokkenerkrankungen berichtet (Waage et al 1987). 

Weiters wurde beobachtet. dai3 die Verabreichung von TNF-a uber einen langeren Ze.traum emen 
Zustand von Anorexie und Auszehrung verursacht. die e.ne ahn.iche Symptomatik aufwe.st w.e die 
Kachex.e die mit neoplastischen und chronischen infektidsen Erkrankungen einhergeht (Ol.ff et al.. 1980. 

Es .uri ubere.ne TNF inh.bierende Akt.vitat eines Prote.ns aus dem Harn von F.eberpauen en 
berichtet von dessen Wirkung vermutet wird. daiJ sie auf einen komoetitiven Mechan.smus auf Re«P»'- 
ebene se.bst (ahnlich der wScung des Interleukin-l Inhibitors (Seckinger et al. 1987)) zuruckzufuhren ,.t 
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.n der ZP U IS 378 w.rd m TNF inhibits Protein beschrieben. das aus mensch.ischem Harn 
gewonnen wurde. Seine Wirkung wurde im Harn gesunder und kranker Personen -ch9™n u d ■ 
aufgrund der Fahigkeit bestimmt. die Sindung von TNF-a an seine Rezeptoren auf humanen HeLa ^Z.«an 
u nd F3 . 1 Fbrob.asten sowie die ,/totoxische Wiring von TNF-a auf munne A9 ZeHen , « °» ; if 
Pr0 te,n wurde im wesenttichen *ur Homogenitat gerem.gt und durch semen N-Term.nus cha n ; f 

dieser Patentveroffent.ichung werden ,war grundsatz.ich mbg.iche \ 
kodierenden ONA und zum rekombinanten Protein zu gelangen: es werden ,edoch kerne konkreten Ang 
gemacht. welcher der tneoretisch moglichen Losungswege zum Z.el fuhrt. n3tianlen 3benfa iis sin 

9 ,n Vorversuchen Z ur vor-.egenden Erfindung konnte aus Oia.yseham von ^r^^^;,. 
Protein identifiziert werden. das die bioiog.schen Wirkungen von TNF-a ^'ToTsol e .9M 5 "n 
w.rkung mit TNF-a dessen Sindung an seinen Zelloberflachenrezeptor verh.ndert (Olsson e. al.. 988) 
diesem Protein wurde auch eine AHinitat zu TNF-i festgesteilt. nlriortpn niaivseharn wurde 

Oie Anwesenhe,, dieses Proteins (im fc.genden TNF-8P genannt, ,m ^»n«nerten 0 aiy^e arn - . . 
durch Kompeufon mi, der Sindung von radioaktiv mark.enem <**°™™™ m ™l^ 
HU-60 Zetlen nachgew.esen. wobei der Ein.lufl von dialys.ertem Harn auf d.e * n ^£ n 
zUn gemessen Lc, 0,e durchgefuhrten B.ndungsversuche ^^^^^^ Z 
TNF-.-Bindung an die ZeMe durch konzentnerten O.alyseharn (d,e { 1 TN F-a salbst Oder TNF- 
beooachtete Verringerung der Sindung durch gegebenenfaHs ,m Harn vorhand n TNF a se bst ode 
i. der urn die Sindung konkurnen. verursacht werden konnte. wurden durch den 
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Verringerurig der 3indung durch Anwendung von TNF-a-und TNF-^-Antikcrpern nicnt aufgehccen >ercen 
konnte. ausgeschlossen). 

in anaioger Weise wurde in Vorversuchen zur voriiegenden Erfindung nacngewiesen. dad TNF-3P aucn 
Atfimtat 2u TNF-J aufweist. sie betrag't ca. 1*50 seiner Affinuat zu TNF-a. 

Mittels Geichromatographie auf Sephacryi 200 wurde festgesieilt. dafl eine Substanz im Ham una 
Serum von Ciaiysepatienten sowie im Serum von gesunden Personen mtt rekombinantem TNF-a emen 
Komplex mit emem Moiekulargewicht von ca. 75 000 bilcet. 

TNF-3P wurde aus mehreren Proben Dialyseharn von Uramiepatienten durch partieile Reinigung mmels 
Oruckultrafiitration. Icnenaustauschchromatographie und Geichromatographie S2fach angereichea. ; # 

Oie erhaltenen Praparationen wurden zum Nachweis der btoiogischen Aktivitat von TNF-3P durpn*. 
Hemmung der wachstumshemmenden Wirkung von TNF-a auf HL-50-iO Zellen verwendet. Es zeigte si.crr t 
eine dosisabhangige Wirkung von TNF-3P auf die biologische Wirkung von TNF-a. Es- wurde weiters d as. * 
Sindungsverhaiten von Zellen durch Vorbehandlung mit TNF-3P und ausschlietfenbem Kompetitionscm- 
dungstest untersucht. Oabei wurde nachgewiesen. dafl Vorbehandlung der Zellen mit TN-3P die Bindung 
von TNF-a an die Zelle nicht beeintrachtigt. Oies zeigt. dafl die Wirkung von TNF-3P nicht auf seiner ^ 
etwaigen Sindung an die Zelle und Konkurrenzierung mit TNF-a urn die Bindung an den Receptor beruh;? 

Oas im wesentlichen homogene Protein wurde in hochgereinigter Form erhalten. indem Harn vtfrT* 
Oialysepatienten durch Ultrafiltration konzentriert, der konzentrierte Harn dialysiert und 2unachst m emerri^ 
ersten Remigungsschritt mitteis OEAE-Sephacel-Chromatographie auf das Vierfache angereichert 
Oie weitere Anreicherung erfolgte mittels Affinitatschromatographie durch an Sepharose gebundenen TNP- - 
a. Oie Endreinigung wurde mittels Reverse Phase Chromatographie (FPLC) durchgefuhrt. : ^ : 

Es konnte gezeigt werden. da/5 das im wesentlichen hochgereinigte Protein die zytotoxische Wirkung 
von TNF-a auf WEHI 164 Klon 13 Zellen hemmt (Olsson et al.. 1989). 

Vom im wesentlichen hochgereinigten Protein wurde die N-terminale Aminosauresequenz aufgeklart. 
Sie wurde mit Asp-Ser-Val-Xaa-Pro-Gln-Gly-Lys-TyHle-His-Pro-Gln-(Hauptsequenz) bestimmt (daneben 
wurde in Spuren die folgende N-terminale Sequenz nachgewiesen: Leu-(Val)-(Pro)-(His)-Leu^Gly-Xaa.Arg. 
Glu-(Nebensequenz)). Oer Vergleich der Hauptsequenz mit der N-terminalen Sequenz des in der EP-A2 308 
373 georfenbanen TNF inhibierenden Proteins zeigt die Identitat der beiden Proteine. 

Es wurde folgende Aminosaurezusammensetzung. angegeben in Mol-Aminosaure pro Mol Prote.n und 
in Mol % Aminosaure. oestimmt als Minelwen einer 24- und 48-stundigen Hydrolyse. ermitteit: 
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ASO ■ 

Thr 

Ser 

Glu < 

Pro 

Gly 

Ala 

Cys 

Val 

Met 

lie 

Leu 

Tyr 

Phe 

His 

Lys 

Arg 



Asn 



Gin 



Total 



Mol 

Aminosaure/ Mol 
Protein 



27.5 
15.3 
20.7 
35.0 
9.5 
16.0 
4.2 
32.3 
10.3 
1.1 
7.0 
20.2 
6.1 
8.1 
11.1 
15.7 
11.8 



Mol % 
Aminosaure 



10.9 
5.3 
3.2 

'3.3 
3.8 
5.3 
!,7 

12.3 
4.3 
0.4 
2.3 
3.0 
2.4 
3.2 

4.4 

5.2 
4.7 



252.9 



100 



Ein Genalt an Glukosamin wurde m.rtels Ammosaurear.aiyse ,,chgew,esen Oie Er gebn.sse e,nej ; ^ 
Concanavalin A und We.zenkeimlekt.n durchgemhrten Arfincblois ze-^n ebenfalls. dart es »icn .e. 
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urn em Glykoprotein handeit. 

Oas im wesentlichen homogene Protein wurde tryptisch verdaut und von 17 der erhaltenen Soaitceotide 
die Ammosauresequenzen besnmmt. Wetters wurde der C*Terminus analysiert. 

TNF-BP kommt orfensichtlicn die Funiction ernes Regulators der TNF-Aktivitat mit der Fahigkeit zu. die 
5 Konzentrationsanderungen von freiem. biologisch aktivem TNF-a abzupuffern. durfte aucn die 

Ausscheidung von TNF durch die Niere beemflussen. weil der mit TNF gebildete Komplex, dessen 
Molekuiargewicht mtttels Gelpermeaticnschromatographie auf Sephadex G 75 mit ca. 75000. bestimmt 
wurde. im Gegensatz zu TNF orfensichtlicn nicht durch den Glomerulus zuruckgehalten wird. 

Oas TNF-BP wurde aus dem Ham von Oialysepatienten als eine von drei Hauptproteinkomponenten. 
to die Arfinitat zu TNF aurweisen und die gemeinsam mit TNF-BP von der TNF-Affinitatschrornatographiesaule 
eluieren. nachgewiesen. Oie beiden anderen Proteine binden iedoch orfensichtlicn m einer Weise, die die 
Sindung von TNF-a an seinen Zelloberflachenrezeptor nicht beeintrachtigt. 

Oie zur biologischen Wirkung des TNF-8P erhaltenen £rgebnisse. insbesondere der Vergleich der 
Sindungskonstante mit der fur den TNF-Rezeptor beschriebenen Bindungskonstante (Creasey et al.. 1987) 
ts lieferten einen ersten Hinweis dafur. dail es sich bei diesem Protein urn den losiichen Teii eines TNF* 
Rezeptors handeln konnte. 

Auf Grund seiner Fahigkeit. die bioiogische Wirkung von TNF-a und TNF-^ zu inhibieren. ist das TNF 
bindende Protein geeignet. bei Indikationen eingesetzt zu werden. bei denen eine Herabsetzung der TNF- 
Aktivitat im Organismus angezeigt ist. Geeignet zur Anwendung bei diesen Indikationen sind aucn Oerivate 
zo Oder Fragments des TNF bindenden Proteins mit der Fahigkeit. die bioiogische Wirkung von TNF zu 
inhibieren. 

TNF-BP (bzw. seine funktionellen Oerivate Oder aktiven Fragmente) kann zur prophylaktischen und 

therapeutischen Behandlung des menschlichen Oder tierischen Korpers bei Indikationen, bei denen eine 

schadigende Wirkung von TNF-a auttritt. eingesetzt werden. 2u diesen Erkrankungen zahlen insbesondere 
25 entziindliche sowie infektiose und parasitare Erkrankungen Oder Schockzustande. bei denen endogenes 

TNF-a freigesetzt wird. weiters Kachexie. GVHR, AROS (Adult Respiratory Oistress Symptom) und Autoim- 

munerkrankungen wie Rheumatoide Arthritis, etc. Es sind darunter auch pathologische Zustande zu 

verstehen, die als Nebenwirkungen bei der Therapie mit TNF-a, besonders bei hoher Oosierung. auftreten 

konnen. z.8. schwere Hypotension Oder Storungen des Zentralnervensystems. 
20 Auf Grund seiner TNF bindenden Eigenschaften ist TNF-BP auch als Oiagnostikum fur die Bestimmung 

von TNF-a und/oder TNF-i geeignet. z.B. ats eine der Komponenten in Radioimmunoassays Oder 

Enzymimmunoassays. gegebenenfalls zusammen mit Antikorpern gegen TNF. 

Auf Grund se.ner Eigenschaften ist dieses Protein ein pharmakologisch wertvolter wirkstoff. der aus 

naturtichen Quellen nicht in ausreichender Menge mittels proteinchemischer Methoden darstellbar ist. 
js Es bestand daher das BedCrfnis. dieses Protein (bzw. verwandte Proteine mit der Fahigkeit, TNF zu 

binden) auf rekombinantem Weg herzustellen, urn es fur die therapeutische Anwendung in ausre.chender 

Menge zur Verfugung zu steilen. 

Unter der -Fahigkeit. TNF zu binden" ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung die E.genschaft e.nes 

Proteins zu verstehen. an TNF-a derart zu binden, dafl die 8indung von TNF-a an den funktionellen Te.l des 
,o Rezeptors. verhindert und die Wirkung von TNF-a im menschlichen Oder tierischen Organismus gehemmt 

Oder aufgehoben wird. Ourch diese Definition ist die Fahigkeit eines Proteins, auch an andere Proteine. z.B. 

an TNF-i zu binden und deren Wirkung inhibieren zu konnen. mit eingeschlossen. 

Oer vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde. die fur TNF-8P kodierende ONA zur Verfugung 

zu steilen. urn auf deren Basis die Herstellung rekombinanter ONA-Vlolekule zu ermoglichen. m.t denen 
,s geeignete Wirtsorganismen transform.en werden konnen. urn TNF-BP bzw. funktionelle Oer.vate und 

Fragmente davon zu produzieren: . w w . TwC aD Hon 

im Rahmen dieser Aufgabenstellung soiite auch festgestellt werden, ob es s.ch be.m TNF-8P urn oen 
losiichen Teil eines TNF-Rezeptors/handeit. Oiese Annahme wurde bestatigt. womit die Grundlage rur d.e 
Aufklarung der Rezeptorsequenz geschaffen war. a *, a ;t«toii..nn npr 

so Eine weitere Aufgabenstellung im Rahmen der vorliegenden Erfindung bestand .n der Bere.tstellung der 
fur einen TNF-Rezeptor kodierenden cDNA fur die Herstellung von rekombinantem humanem r.Nr-- 

fle2 0as r vorhandense.n eines soezifischen Rezeptors mit hoher Arfinitat zu TNF-a auf versch.edenen 
Zelltypen wurde von mehreren Arbe-tsgruppen gezeigt. Kurziich wurde erstmals von der isoherun? , und 
53 vorlaufigen Charaktensierung eines TNF-a Rezeptors berichtet (Stauber et a... 1988). Oa d.e Sindung von 
radioaktiv markiertem TNF-a durch einen Uberschufl TNF-i aufgehoben werden <ann (Aggar^al et ai 
1985) wurde vorgeschlagen. dafl TNF-a und TNF-J einen gememsamen Rezeotor te.len. oa ,ecocn 
anderbrsetts gezeigt werden konnte. da/] bestimmte Zelltypen. die auf TNF-a ansprechen. gegen .JF-* 
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;eiiwQiS9 Oder ganziich unemofindlich sind (Locksley at al.. 1 987}. wurde die cxistenj ernes gememsarr.en 
Rezeptors w.eder in £we.fei gezogen. 

im Gegensatz dazu schemen kurzlich erhaltene Ergebnisse zu den Bindungse.genscnarten von TNF-j 
an Rezeptoren die Theone ernes gemeinsamen Rezeptors wteder zu arty'anen (Stauber et al.. 1 989). wocei 
m dieser Arbeit vorgeschiagen wird. dafl zw.schen TNF -a und TNF-d Unterschiede nmsicntlicn ce:.. 
Wec'nseiwirkung mit dem Rezeptor bzw. zusatzlich hinsichtlich der tn cer Zetle nach der Ugand-Rezeptcr- 
wechselwirkung emtretenden Ereign.sse bestehen. ■ 

KOrziich wurde von einem weiteren TNF bindenden Protein berichtet. von dem vermutet wird. cail es 
sich dacei urn die idsiiche Form etnes anderen TNF-Rezeotors handelt (Engslmann et al.. 1 990). 

Oie Verfugbarkeu der fur einen TNF-Rezeptor kodierenden ONA stent die Voraussetzung fOr 
Herstellung von rekcmoinantem Rezeptor und damit u.a. eine wesenttiche Erleichterung fur die Ourcnfuh- • 
rung vergieicnender Untersuchungen verschiedener Zelltypen auf ihre(n) TNF-a- und/oder TNF-i-Rezeptor* 
(en) bzw. auf die durcn die Bindung von TNF an den Rezeptor in der Zelle ausgelosten Reaktionen dar. 
Oadurcn wird weiters die Autklarung der dreidimensionalen Struktur des Rezeptors ermdgiicht und damn 
die Voraussetzung fur ein rationales Oesign fur die Entwicklung von Agonisten und Antagonisten der Tftir. . 
Wirkung geschaffen. 

3ei der Ldsung der gestellten Aufgabe wurde von der Feststellung ausgegangen. da*3 das Ourchsuciien^ 
von cONA-8ibliotheKen mit Hilfe von Hybridisierungssonden. die von Aminosauresequenzen kurzer Peotid? 
abgeieitet sind. auf Grund der Oegeneration des genetischen Codes mitunter auf grdflere Schwiengkeiten- 
stdflt. Zusatzlich erscnwert wird diese Vorgangsweise dann. wenn von ainem Protein, wie z.B. dem TN.r-. 
BP. nicht bekannt ist. in weichen Geweben es synthetisiert wird. In diesem Fall kann bet einem Versagen 
dieser Methode unter Umstanden nicht mit Bestimmtheit festgestelit werden. ob es auf die Wahl eicer 
ungeeigneten cONA-Bibliothek Oder auf die zu geringe Spezifitat der Hybridisierungssonden zuruckzufOhren 
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Urn die fur TNF-8P kodierende ONA zu erhalten. wurde daher zunachst erfindungsgemafl wie foigt 
vorgegangen: ' 

Als cONA-Bibiiothek wurde eine Bibliothek der Fibrosarkomzellinie HS913 T. die mit TNFa mduziert 
warden war und in x gill vortag. e.ngesetzt. Urn aus dieser Bibliothek \ ONA mit TNF-8P Sequenzen zu 
erhalten wurde die grode Empfmdlichkeit der Polymerase Kettenreaktion (PCR. (Saiki. 1988)) ausgenutzt. 
(Mit Hilfe dieser Methode kann aus einer gesamten cONA-Bibiiothek eine unbekannte ONA-Sequenz 
-rhalten werden. die Mankiert ist von Oligonukleotiden. die auf Basis bekannter Am.nosaureteilsequenzen 
enrwoden und ais Primer e.ngesetzt wurden. Bin solches tangeres DNA-Fragment kann nachfolgend als 
Hybridisierungssonde. z.B. zur tsolierung von cONA-Klonen, insbesondere des ursprunglichen cONA-KIons. 
eingesetzt werden). 

Auf Basis der N-terminalen Aminosauresequenz (Hauptsequenz) und Aminosauresequenzen von trypti- 
-hen P»ptiden die vom hochgereinigten TNF-BP erhalten worden waren. .wurden Hybridisierungssonden 
nercesteilt Mit Hilfe dieser Sonden wurde minels PCR aus der cONA-Bibliothek HS913T eine cONA. die 
einen Ts.l der fur TNF-BP kodierenden cONA darstellt. erhalten. Oiese cONA weist die folgende Nukleot.d- 

CagTgG 'AAA TAT ATT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA 
ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT GAG 
AGC GGC TCC TTC ACA GCC TCA GAA AAC AAC AAG . ' « K imp ap 

Oiese ONA stent eine von mdglichen Varianten dar. die geeignet sind. m.t TNF-BP-ONAs or*, i 
RNAs zu hybridisieren (solche Varianten umfassen z.B. diejenigen ONA-Molekule. die durch PCR-Amphf.<a- 
tion mit Hilfe von Primem erhaiten werden. deren Nukleotidsequenz nicht exakt m.t der gesuchten Sequenz 
uoeremstimmt. etwa aufgrund von zu Klomerungszwecken vorgesehenen Restriktionsschn.rtstel^n Oder 
a-fgrund von bei der Aminosauresequenzanalyse etwa nicht eindeut.g ermitteiten Am.nosauren). Unter 
-TNF-aP-ONAs- bzw rt TNF-9P*RNAs- sind Nukleinsauren zu verstehen, die fur TNF-BP bzw. verwancte 
Protege m.t der Fah.gke.t. Tkf zu b.nden kodieren bzv*. die fur e.n soicnes Protein kodierende Sequenz 

so emh ^- TNF . 3p . 0NAs (b2w . TNF-BP-RNAs) sind auch cONAs. abgeieitet von mRNAs, die durcn 
alternatives Splicing entstanden sind (bzw. diese mRNAs se.bst). mitumfa*. Unter "alternat.vem Spl.c.ng 
Id die EnJernung von introns verstanden. bei der vom g.eichen ""^^ 
Splic«acc*otor. und/oder Splicedonorstellen verwendet werden. Oie dabe. entstehenden mRNAs - f**" ™ 

33 LI s.ch inancer durcn das ganziiche Oder tei.weise Vorhandense.n Oder Feh.en von best.mmten 
F^nsaauenzT. wooei es qecebenenfails zu e.ner Verschiebung des Leserasters kommen xann. 

0 Schsi erhaltene. e.nen Te.l der fUr TNF-BP kod.erenden Sequenz emhauence 
cONA (bzw. Varianten davon) kann som,: als HyOridisierungssonde verwendet werden. um aus ..O.ia- 
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rraktion 


Aminosauren 




12 

1 


1 - 3 
i d~ i y 




3 


20- 32 




U-1 


36- *3 




20 


36- 53 




l 1 


54- 57 


(Aminosauren 56-57 waren am Peptid mcit korrekt testimmt worsen) 


14.11 


79- 91 




26 


133-146 




5 


147-158 




27 


159-172 





Oie erhaltene cONA stent die Voraussetzung fur die Herstellung von re kom bin an tern TNF-3P dar. 

Oie zunachst erfindungsgemafl isoiierte cONA enthalt. wie bereits erwahnt. nach dem Codon fijr A$n- 
172 nicht das Stopcodon. das aufgrund der Analyse des C*Terminus zu erwanen ware, sondern der orfene* 
leserahmen wird fortgesetzt. Oie Region zwischen VaM33 und Met-204 hat einen stark hydrcpnoben. 
Charakter. Oieser hydrophobe Bereich von 22 Aminosauren. gefolgt von einem Abschnitt mit einem Gefiaft^ 
an positiv geladenen Aminosauren (Arg-206. Arg-209) weist die typischen Merkmale einer Transmembrane* 
domane auf. die Proteine in der Zellmembran verankert. Oer in Richtung C-Terminus folgende Proteinaflteii! 
ist dagegen wieder stark hydrophil. 

Oas Hydrophobizitatsprofii ist in Fig.2 abgebUdet (der Hydrophobizitatspiot wurde mit Hilfe des Mac 
Molly Programms (Fa.Soft Gene Berlin) erstellt; die Fenster*eite fur die Berechnung der Werte betrug 1 1 
Aminosauren. Hydrophobe Bereiche entsprechen positiven. hydrophile Bereiche negativen Werten auf der 
Ordinate. Auf der Abszisse ist die Zahl der Aminosauren. beginnend mit dem Startmeihionin Si. darge- 

Steil Aus der Proteinstruktur ergibt sich. dafl die fur das Idstiche. sekretierte TNF-BP kodierende ON A Teii 
einer fur em grbfleres Protein kodierenden ONA ist: Oieses Protein we.st die Merkmale eines in der 
Zellmembran verankerten Proteins auf. enthalt TNF-BP in fur eine extrazellulare Domane typische Weise 
und weist einen betrachtlichen fur zytoplasmatische Oomanen typischen Abschnitt auf. Losiiches TNF-3P 
wird offensichtlich von dieser membrangebundenen Form durch proteoiytische Spaltung knapp autferhalb 
der Transmembrandomane erhalten. 

Oie Struktur des von aer erhaltenen cONA kodierten Proteins im Zusammenhang mit der Fah.gke.t von 
TNF.8P TNF zu binden. bestatigen die Annahme. daiJ es sich bei TNF-BP urn einen Teil eines zeliuiaren 
Oberflachenrezeptors fur TNF handelt. dessen extrazellulare. fur die Bindung von TNF verantwonhche 
Oomane proteolytisch abgespalten werden kann und in Form des loslichen TNF-BP wiedergefunden wird. 
(Oabei soil nicht ausgeschlossen werden. datf im Hinblick auf die Funktionsfahigke.t des Rezeptors dieses 
Protein gegebenenfails mit einem Oder mehreren anderen Proteinen assoziiert ist). 

Fur Zwecke der Produktion von TNF-BP in grbfierem Maflstab wird vorteilhafterwe.se n.cht von der 
gesamten cONA ausgegangen. weil das Erfordernis der Abspaltung von TNF-BP von dem Te.l des Prote.ns^ 
das den membrangebundenen Te.l des TNF-Rezeptors darstellt, berucksichtigt werden muflte. £s w.rd 
vielmehr, wie bereits angefuhrt. zweckmaflige^eise nach dem Codon Kir Asn-172 durch genchtete 
Mutagenese ein Translationsstopcoaon eingefuhrt um eine iiber das C-term.nate £nde von TNF-B. 
hinausgehende Proteinsynthese zu vernmdern. 

Mit der zunachst erfindungsgemafl ernaltenen cONA. die eine Teilsequenz der fur einen TNF-Rezeptor 
kodierenden ONA darstellt. ka/in man zut voiistandigen Rezeptorsequenz gelangen. .ndem man z.B. m.tteis 
mod.fiziener PGR (RACE = 'Vapid amplification of cQNA ends' (Frohman et at., 1988)) das fenlende 3 - 
Ende mit Hilfe eines Primers, der aufgrund einer moglichst weit in Richtung 3 -ende der vorhandenen 
cONA gelegenen Sequenz konstruiert wurde. amplifiziert. Eine alternative Methode besteht im konvent.onei- 
len Screenen der cONA-Bibliothek m.t der verfugbaren cONA bzw. Teilen davon als Sonde 

Erfindungsgemafl wurde zunachst die Ranen-TNF-flezeptor cONA isoliert m.t einer Te.lsequenz daraus 
die vollstandige humane TNF-Rezeptor cONA erhalten und zur Expression gebracht. 

Gegenstand der Erfindung ist e.n humaner TNF-Re:eptor sowie die darur kodierende ONA. umer c.ese 
Definition fallen auch ONAs. die fOr C- undoder N-terminal verkurzte. z.B.prozessierte. Oder fur 
U 3 durch Anderungen an oroteolytischen Spaitste.len. Giykosylierungssteilen Oder besammten Oqmw 
bere.chen) Formen bzw. fur Fragmeme. z.B. die verschiedenen Oomanen. des TNF.Re:eptors <odjererv 
Oiese ONAs konnen in Verb.ndung m.t den fur die Express.on erforderi.chen Kontrollsequen.en a.s 
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Bestanctsil rekomomamer ONA-Moiekuie. die eoenfalis Gegenstand der vcrliegencen Erfindung zir.crzur 
Transformation von orckaryotischen Oder eukaryotischen Winsorgar.ismen verwendet *ercen. Oacurcn *ird 
emerseits die Voraussetzung gescharfen. cen TNF-Rezeotor bzw. Modifikationen oder Fragments cavon m 
grorteren Mengen auf rekombinantem Weg herzusteilen. urn z.3. die Aufklarung der creidimenstcnaien 

5 Struktur des Rezeotors zu ermoglichen. Andererseits kdnnen mit diesen QNAs hdhere eukaryotiscne Zellen 
transformiert werden. urn Studien uber Mecnanismen und Oynamik der TNF.Rezeptor-Wecnsaiwirkung, car 
Signaiubertragung bzw. uber die diesbezugliche Reievanz cer verscniedenen Rezeptcrdcmanen ozw 
.Adschnitten davon zu erhaiten. 

Oer rekombmante TNF-Rezeptor (bzw. Fragmente Oder Modifikationen davon) Vann dazu verwencet 

:q werden, Substanzen auf ihre Wechseiwirkung mit TNF oder dem TNF-Rezeptor bzw. auf ihren Einflufl auf 
die durch TNF induzierte Signaiubertragung zu untersuchen. Oerartige Screenings (unter Verwencung von 
Proteinen/Fragmenten bzw. vbn entsprechend transformierten hdheren eukaryotischen Zellen) scnaffen die 
Voraussetzung fur die Identifizierung von Substanzen. die TNF substituieren. setne Sindung an den 
Rezeptor hemmen bzw. soiche. die den Mechanismus der durch TNF ausgeldsten Signaiubertragung 

/S biockieren oder verstarken kdnnen. 

£ine Mdglichkeit fur das Aurfinden von Agonisten und Antagonisten von TNF bzw. dem TNF-Rezeptor # 
besteht in der Etablierung eines High Capacity Screening. Oabei wird sine geeignete Zeilinie. vorzugsweise • 
eine soiche. die keinen endogenen humanen TNF-Rezeptor exprimiert. mit einem Vektor transformiert. der 
die fur einen funktionelien TNF-Rezeptor kodierende. gegenuber der naturtichen Sequenz gegebenenfalls. 

20 modifizierte. ONA enthatt. Die Wirkung von Agonisten bzw. Antagonisten kann in einem derartigen 
Screening untersucht werden, indem die Antwort auf die Wechseiwirkung der Substanz mit dem Rezeptor. 
uber einen geeigneten Reporter (veranderte Enzymaktivitat. z.8. Proteinkinase C, Oder Genaktivierung, z.3. 
MangarvSuperoxiddismutase, NF-*8) verfolgt wird. 

Untersuchungen uber Mechanismen und Oynamik" der TNF/Rezeptor- Wechseiwirkung. der Signaluber- 

25 tragung bzw. die diesbezugliche Rolle der Rezeptordomanen kdnnen z.8. auch durchgefuhrt werden. indem 
ONA-Abschnitte. kodierend fur die extrazeilulare Domane des TNF-Rezeptors {bzw. Teile davon) mit ONA- 
Abschnitten. kodierend fur verschiedene Transmembrandomanen und/oder verschiedene zytoplasmatische 
Oomanen kombiniert und in eukaryotischen Zellen zur Expression gebracht werden. Oie dabei erhaltiicnen 
hybriden Expressionsprodukte kdnnen geeignet sein. aufgrund gegebenenfalls veranderter Eigenscharten 

20 fur die Signaltransduktion Aufschtufl uber die diesbezugliche Relevanz der verscniedenen Rezeptordoma- 
nen zu geben. womit ein gezieltes Screening erleichtert wird. 

Oie Verfugbarkeit der fur den TNF-Rezeptor kodierenden cONA bzw. Abschnitten davon stent die 
Voraussetzung dar. zur genomischen ONA zu gelangen. Oazu wird unter stringenten Bedingungen aine 
ONA-Bibiiothek gescreent und die erhaltenen Klone darauf untersucht. ob sie zusatzlich zu den kodierenden 

35 Regionen die fur die Genexpression erforderlichen regulatorischen Sequenzelemente aufweisen (z.B. 
Gberprufung auf Promotorfunktion durch Fusion mit kodierenden Regionen geeigneter Reportergene). Oer 
Erhalt der genomischen ONA-Sequenz bietet die Mdglichkeit. die im nicht fur den TNF-Rezeptor kodieren- 
den Bereich. insoesondere in der s'-flankierenden Region, gelegenen regulatorischen Sequenzen auf e.ne 
etwaige Wechseiwirkung mit bekannten. die Genexpression modulierenden Substanzen, z.B. Transactions- 

« faktoren Steroide, zu untersuchen bzw. gegebenenfalls neue Substanzen. die mdglicherwe.se fur die 
Expression dieses Gens spezifische Wirkung haben. aufzufinden. Die Ergebnisse solcher Untersuchungen 
b.eten die Grundlage fur den gezielten Einsatz derartiger Substanzen fur die Modulation der TNF-Rezeptor- 
Expression und damit fur eine direkte Beeinflussung der Fahigkeit der Zelle zur interaktion m.t TNF. Dam.t 
kdnnen die spezifische Reaktion mit dem Liganden und die daraus resultierenden Wirkungen unterbunden 

j5 werden 

im Ra'hmen der voriiegenden Erfindung sind auch ONAs mitumfaflt. die Kir Subtypen des TNF- 
Rez°ptors bzw. seiner Idslichen Fbrmen kodieren. w 9 i C he gegebenenfalls unterschiedliche Bgenschaiten 
gegenuber dem vorliegenden TNf^Rezeptor aufwe.sen.Oabei handelt es sicn urn Express.onsprodukte. d.e 
aufgrund von alternativem Splicing entstanden sind und geanderte Strukturen in Teiibere.chen aufxe.sen. 
z.B. Strukturen, die eine Veranderung der Arfinitat und Spezifitat Kir den Liganden (TNF-a/TNF-d) Oder e.ne 
Veranderung hinsichtlich Art und Effizienz der Signaiubertragung bewirken kdnnen. 

Mit Hilfe der fur den TNF-Rezeptor kodierenden cONA kdnnen Nukleinsauren erhalten werden. die m.t 
der cONA Oder Abschn.tten davon unter Bedingungen niedriger Stringenz hybr.dis.eren und fur a.n 
Poiypeptid m,t der Fahigke.t. TNF zu binden. kodieren oder die fur ein soiches Poiypept.d kod.erence 

^Tgensland der Erfindung ist in e.nem weiteren Aspekt das rekomoinante TNF-BP. vorzugswe.se .n 
sekre..erbarer Form, das den idsiichen Te.l des erfindungsgemaflen TNF-Rezeptors darsteiit sow.e ca 
dafur kodierende ONA. 
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Ourcn- Einonngen emes ONA-Korstruktes. enthaltend die fur TNF-3P Vccierende Sequent mit-aner 
em Signaioeotid kodierenden Sequenz unter Kontrolle emes geeigneten Promoters in geeignete wirrscr~a- 
ntsmen. zweckmafliger*eise in eukaryotische. bevorzugt hbhere eukaryotische Zellen. kann 7,\F-£? 
producer: werden. das in den Zeiluterstand sekretiert wird. 

5 im Falle der Ver*endung emes Signalpeptids im Hinblick au/ die Sekretion des Proteins w.v~ 

zweckmafligerweise die fur das Signafpeptid kodierende ONA vor das Codon fur Asp-i2 gerugt. um em 
emneitticnes Prcdukt zu erhalten. Grundsatzlich ist jedes Signaioeotid geeignet. das m entsorecnencerr 
Wirsorganismus die Sekretion des retfen Proteins gewahrieistet. Gegebenenfalls kann die Signaisecuenz 
auch vor das fur Leu-t kodierende Triplett geset2t werden. wobei in diesem Fall erforderlicn sein *<ann. die 

■*o durch Abspaitung des aus M Ammosauren bestehenden Peotids am N-Termmus entsteher.de Form >>on 
TNF-BP vom nicht Oder nicht voilstandig grozessierten TNF-8P in einem zusatzlichen flemigungsschnn . ? ti* 
trennen. 

Oa die cQNA nach dem Codon fur Asn-172. das aufgrund der C*terminalen Analyse den C-Termmus 
darsteiit. kein Stopcodon enthalt. wird zweckmafligerweise im Hinblick auf die Expression von TNF-3P nacn 

>5 dem Codon fur Asn 172 durch gerichtete Mutagenese ein Transiationsstopcodon emgefuhrt. 

Oie fur TNF-SP kodierende ONA kann durch Mutation, Transposition, Oeietion. Addition oder Verktf- 
2ung modifiziert werden. sofern derartig modifi2ierte ONAs fur (Poly)peptide mit der Fahigkeit. TNF 
binden, kodieren. Oerartige Modifikationen konnen 2.8. darin bestehen. eine Oder mehrere der potentieiier.. 
gegebenenfalls fur die biologische Aktivitat nicht erfordertichen Giykosylierungsstellen 2u verandern. mr-err 

20 2.8. das Asn-Codon durch ein fur eine andere Aminosaure kodierendes Triplett ersetzt wird. Urv^r 
Berucksichtigung der Srhaltung der biologischen Aktivitat konnen auch Modifikationen vorgenomrner? 
werden, die in einer Anderung der Oisulfidbrucken (z.B. Verringerung deren Anzahl) resultieren. 

Oie angefuhrten ONA-Moiekule stellen somit' die Voraussetzung fUr die Konstruktion rekombinanter 
ONA-Molekule dar. die ebenfalls Gegenstand der £rfindung sind. Mit solchen rekombinanten DNA-Moieku- 

25 len in Form von Expressionsvektoren. enthaltend. die fur ein Protein mit TNF-8P Aktivitat kodierende. 
gegebenenfalls in geeigneter Weise modifizierte' ONA. vorzugsweise mit einer vorgeschalteten Signalse- 
quenz, und die fiir die Expression des ■ Proteins erfordertichen Kontroilsequenzen, konnen geeignete 
Wirtsorganismen transformiert. gezuchtet und das Protein gewonnen werden. 

Ebenso wie etwaige Modifikationen der ONA-Sequenz erfdgt die Auswahl von fur die Expression 

20 geeigneten Wirtsorganismen insbesondere im Hinblick auf die biologische Wirkung des Proteins, TNF zu 
binden. Oaruberhinaus gehen die bei der Herstellung rekombinanter Proteine iiblichen Kriterien wie 
Vertragiichkeit mit dem gewahlten Vektor. Prozessierungsfahigkeit. Isolierung des Proteins. Expressionscha- 
rakteristika. Sicherheits- und Kostenaspekte in die Entscheidung uber den Wirtsorganismus ein. Oie Wanl 
emes geeigneten Vektors ergibt sich aus dem fur die Transformation vorgesehenen Wirt. Grundsatzlich smd 

:s alle Vektoren geeignet. die die erfindungsgemaflen fur TNF-3P kodierenden ONAs (bzw. Modifikationen 
davon) replizieren und exprimieren. 

im Hinblick auf die biologische Aktivitat des Proteins ist bei der Expression der fur TNF-BP kodieren- 
den ONA vor allem der etwaigen Relevanz der beim natiirlichen Protein festgesteltten Kriterien Glykosyiie- 
rung und hoher Anteil an Cysteinresten fur die Eigenschart. TNF zu binden. Rechnung 2u tragen. 

4<j Zweckmaflig werden daher fur die Expression Eukaryonten. insbesondere geeignete Expressionssysteme 
hdherer Eukaryonten. verwendet. 

Im flahmen der vorliegenden Erfindung wurden sowohl transients als auch permanente Expression von 
TNF-BP in eukaryotischen Zellen nachgewtesen. 

Oas erfindungsgemafle rekombinante TNF-8 ebenso wie geeignete Modifikationen davon. die die 

45 Fahigkeit aufweisen, TNF zu binden. konnen oei der prophylaktischen und therapeutischen Behandlung des 
menschlichen oder tierischen Kcrpers bei Indikationen eingesetzt werden, bei denen eine scnadigende 
Wirkung von TNF-a auftritt. •' 

Oa beim TNF-BP auch erne TNF-d mhibierende Wirkung nachgewiesen wurde. kann es (bzw. die 
verwandten bzw. modifizierten Polypeptide) in geeigneter Oosierung. gegebenenfalls in im Hinblick auf erne 

so gesteigerte Affinitat zu TNF-J modifizierter Form, auch fur die inh.bierung der Wirkung von TNF-i im 
Organismus verwendet werden. 

Gegenstand der Erfindung smd daher weiters pharmazeutische Zubereitungen. enthaltend eme die 
biologische Wirkung von TNF-a undoder TNF-i w.rksam hemmence Menge von rekomomantem TNF-BP ■ 
bzw. einem verwandien Poiypeptid mit der Fahigkeit. TNF zu binden. 

55 Pharmazeutische Zubereitungen kommen insbesondere fur die parenteral Anwendung bei den erwahn- 
ten indikationen. bei denen erne scnadigende Wirkung von TNF auftritt. in Betracht. z.B. m rorm von 
lyopn.lisaten oder losungen. O.ese enthalten TNF-BP oder em therapeutisch w.rksames funktioneiies 
Oer.vat in rneraoeutisch wirksamer Menge. gegebenenfalls zusammen m.t physioiogisch vertragl.chen 



9 



30 



J5 



J5 



SO 



S3 



EP 0 393 438 Ai' ** 

a) Xonzentration c!es Harns 

200 i Oialyseharn von Uramiepatienten. aurbewahrr m Flascnen emhaltend EOTA (iQ g»l). 7ns (5 g.u. 
NaNi (i g/l) und 8enzamidinhydrochiond (i q>\) sowie kiinl gelagert. wurden durch Ultrafiltration mmeis 
einem hochdurchlassigen Hamokapiiiarfilter m 't e>ner asymmetrtschen Hohlfasermembran (FH 33K Garv^ 
croi auf 4.2 I mit emem Proteingehalt von 567 g konzentriert Oer kcnzentriene Harn wurde gegen tQmM.i 
7ns HCI. ?H 3 diaiysiert. Wahrend dieses Vorgangs wurde. wie in cen nacnfofgenden Scnnrten (auder 3*1* 
der Reverse Phase Chromatograpnie). JmM/l Benzamidinhydrochlortd zugeKigt. um proteoiytischem Vercau 
entgegenzuwirken. Alle nachrolgenden Remigungsschrme wurden. wenn nicht anders angegeben. oet -i C 
durcngeftihrt. 



b) lonenaustauschchromatcgraphie 

Oieser Schritt wurde durchgefuhrt. indem OEAE-Sephacel-Saulen (2.5 x 40 cm) mit Proben konzentrfer*, 
ten und dialysierten Harns. enthaltend je ca. 75 g Protein, beschickt wurden. Eluiert wurde mit 300 ml em*$, 
NaCI MOmM TrisHCl pH-3-Gradienten. wobei die NaCI Konzentration 0 bis 0.4 M betrug. Oie das TNF^BP^ 
enthaftenden Fraktionen von sieben Sauien mit einem Gesamtproteingehait von lUg wurden bei -20 C 
gelagert ♦ 



c) Affinitatschromatographie 

Zur Herstellung der TNF-Sepharosesaule wurde* rTNF-a {15 mg) in 0.1 M NaHCCh. 1 M NaCI. pH 9 
25 (Kopplungspuffer) an 1.5 g cyanogenbromidaktivierte Sepharose 48 (Pharmacia) gekoppeit. Oie Sepharose 
wurde in imM HCI gequollen und mit Kopplungspuffer gewaschen. Nach Zusatz von rTNF-a wurde die 
Suspension 2 Stunden iang bei Raumtemperatur rotieren gelassen. Oer Uberschufl an CNBr-Gruppen wurde 
durch eineinhaibstiindige Rotation mit iM Ethanolamin. pH 3 blockiea Oie TNF-Sepharose wurde em.ge 
Male abwechselnd in IM NaCI. 0.1 M Natriumacetat pH 3 und 1 M NaCI. 0.1 M Borsaure pH 4 gewascnen 
und anschlieflend in phosphatgepufferter Kochsalzlosung mit ImM Benzamidinhydrochlorid gelagert. Oie 
aus Schritt b) erhaltenen Fraktionen wurden auf eine Konzentration von 0.2 M NaCI. lOmM Tris/HCI. pH 3 
emgestellt. Oie TNF-Sepharose wurde in eine Saule gepackt und mit 0.2 M NaCI. lOmM Tris HCI. pH 3 
gewaschen und die TNF-BP enthaltenden Fraktionen. entsprechend ca. 30 g Protein, bei einer Ourchfluflra- 
te von 10 ml;h aufgetragen und ausgiebtg mit 0.2 M NaCI. lOmM Tris HCI. pH 3 gewaschen. bis im Eiuat 
bet 2S0nm keine Absorption mehr nachweisbar war. Anschlieflend wurde TNF-8P mit 0.2 M GlyciaHCl. pH 
2.5 eluiert. 

TNF-BP enthaltende Fraktionen aus 4 Auftrennungen wurden vereinigt und nach Zusatz von Polyethyi- 
englykol (MG 6000) - bis zu einer Endkonzentration von 10 mg/ml - lyophilisiert. Oie lyophilisiede Probe 
wurde in destilliertem Wasser gelbst und gegen destitliertes Wasser diaiysiert. (Oie dialysierte Probe (4 mt) 
•to wurde in tiefgefrorenem Zustand gelagert.) 

Oieser Reinigungsschritt brachte gegenuber dem vorangegangenen eine weitere Anretcherung um das 
ca. 9000 fache. SOS-PAGE (durchgefuhrt. wie in Vorversuch 2 beschrieben) der TNF-BP enthaltenden 
Fraktionen zeigte die Button von drei Hauptkomponenten mit Molekulargewichten von 28 000. 30 000 und 
50 000 . 



d) Reverse Phase Chromatograpnie 

r 

Ein aliquoter Anteil (t mt) der aus Schritt c) erhaltenen Fraktionen mit einem Zusatz von 0.1 % 
Trifluoressigsaure wurde auf eine ProRPC HR 5/10 Saule (Pharmacia), die an em FPLC-System 
(Pharmacia) angeschlossen war. aufgetragen. Oie Saule wurde mit 0.1 %iger Trifluoressigsaure equ.lionert 
und bei Raumtemoeratur mit e.nem linearen IS ml Gradienten von 10 Vol% bis SO Vol% Aceton.tnl 
onthaltend 0 1 % Trifluoressigsaure. beschickt: die Ourchfluflrate betrug 0.3 ml/min. Frakt.onen von 0.5 mi 
wurden gesammelt und die Absorption bei 280nm sowie die Aktivitat des TNF-a b.ndenden Prote.ns m.t 
Hiife des Kompetitionsbindungstest. wie im Be.spiel i angegeben.bestimmt. w 0 be. lewe.ls 0.0 1 ui Prooe 
ver^endet wurden. TNF-BP elu.erte als ein emztger Aktivitatspeak entsprechend e.nem scharfen jv- 
.Absorptionspeak. 

O.eser letzte Re.nigungsschritt brachte eine Zunahme der spezifischen Akt.v.tat um das ca. 29 tacne. - e 
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Gesamtzunanme an Aktivitat gegeniiber dem Ausgangsmatenal (konzentnerter Oialysenarr.) cecrug ras ca. 
i.i x 10* facne. 

SOS-PAGE cier reduzieren und nicht reduzienen Proce. durchgefuhrt wte in Vorversuch 2 ar.gegecen. 
ergao eme diffuse 3ance. die auf das Vorhandensein eines emzigen Poiypeptids .-nit emem Moiekuiarge- 
wicnt von ca. 30 000 hmwies. Oas diffuse Erschemungsbild der Bande kann auf das Vorliegen emer sder 
menrerer heterogener GlykGSyl'erungen und/oder eines zweiten, in geringer Menge vorhandenen Pclycep- 
*.ids :urOckzuruhren sem. Oie Annahme. dabei konnte es sich um .ein Polypepnd m\i dem in Vorversucn 3d 
als Necensecuenz bestmnrnten N-Termmus handeln. das gegeniiber TNF-3P am N-Termmus vertanger is:, 
v/ijfce curcn die Secuenz der cONA bestatigt. wonach zwischen der Signalsequenz und Asn (Pos.i2) em 
Apscnnirt vcn 1 1 Ammosauren voriiegt. dessen Sequent mit der N-rerrninalen Neoensequenz ucerem- 
stimmt und der offensicntlicM vcm prozessienen Protein abgespalten wird. 



Vorversuch 2 

SOS-Polyacryiamidge!elektrophorese (SOS-PAGE) 

SOS-PAGE wurde nach der Methode von Laemmli (Laemmli. 1970) auf 18 cm langen. 16 cm breiten^ 
und 1.5 mm dicken Rachgelen mit 10 Taschen mtttels einer LKB 2001 Elektrophorese-Einheit durchgefuhrt.' 
Oer Proteingehait der Proben aus den Reinigungsschritten c) und d) (Vorversuch D wurde minels 8io-Rad, 
Protein Assay bestimmt bzw. aus der Absorption bei 280 nm berechnet. wobei einer Absorption von 1.0 ein' 
Gehait von 1 mg TNF*3P/mi zugeordnet wurde. 

Oie Proben. enthaltend ca. 25 tig Protein (aus Vorversuch 1c) bzw. ca. 5 ug (aus id) in reduziener (4- 
Mercaptoethanol) und nicht reduzierter Form wurden auf ein 3%iges Sammeigel und ein 5 bis 20%iges 
linearis Polyacrylamidgradientengel aufgetragen. 0»e Elektrophorese wurde bei 25mA/Gel ohne Kuhlung 
gefahren. Als Molekuiargewichtsmarker (Pharmacia) wurden Phosphorylase 8 (MG 94 000). Rinderserumal- 
bumin (MG 57 000). Ovalbumin (MG 43 000). Karboanhydrase (MG 30 000). Sojabohnen-Trypsinmhibitor 
(MG 20 100) und a-Laktalbumin (MG U 400) verwendet. Oie Gele wurden mit Coomassie Slue in 7%iger 
Essigsaure/4o%igem Ethanol gefarbt und in 7%iger Essigsaure;25%igem Ethanol encfarbt. 

Oas Ergebms der SOS-PAGE zeigte TNF-SP als Polypeptidkette m.t einem Moiekuiargew.cnt von ca. 
30.000 . 



35 Vorversuch 3 

a) Prcbenvorbereitung 

J0 :5 ug des nach Vorversuch id) geremigten Proteins wurden uber Reverse Phase HPLC entsalzt und 
weiter qerein.gt. Oazu wurden eine Bakerbond WP Ci8 Saule (Baker: 4.6 x 250 mm) und 0.1 %.ge 
Tr.fluoressigsaure «n Wasser (Eluens A) bzw. in Acetonitril (Eluens 8) als mobile Phase verwendet. 0.e 
Gradientensteigerung betrug 20 bis 63 % Eluens B in 24 min. Oie Detention erfolgte parallel be. 214 nm 
und bei 280 nm. Oie TNF-BP enthaltende Fraktion wurde gesammelt. getrocknet und .n 75 ul /0 o.ger 
Ameisensaure geidst und direkt fur die Aminosauresequenzanalyse verwendet. 

b) Aminosauresequenzanalyse 



25 



JO 



50 



55 



Die automatische Aminosauresequenzanalyse wurde mit einem Applied Biosystems 477 A Flussigpha- 
sensequenatcr durch On-line 3estimmung der freigesetzten Phenylthiohydantoin-Oerivate minels Applied 
Biosysiems Anaiysator. Modeil 1 20 A PTH, durchgefiihrt. 
Sie ergab die fdgende N-termmale Sequenz als Hauptsequenz 
(ca 30 % der Proteinmenge). Aso-Ser-Vai-Xaa-Pro-Gln-GlyUys-Tyr-He-His-Pro-Glnv 
Oaneben war 'oigende Neoensequenz nachzuwe.sen: Leu-(Val)-(ProHHisKeu-Gly-Xaa-Arg-G!u- (O.e .n 
Kiammer stehenden Ammosauren konnien nicht emdeutig identifiziert werden.) 
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Vor/ersucn 4 



SOS-PAGE 



30 



35 



Qie Procerwordereitung wurde **<e im Vorversuch 3 durchgefiihrt mit dem Unterschied. da/3 die 
P.-oOenmenge 10 \ig cetrug. Oie Prc'ce wurde in 50 ^.1 Wasser aufgencmmen und in 4 Pomonen qa&M' 
Einer der vier aliquoten Teile wurde :ur Remheitsdestimmung mitteis SOS-PAGE nach der Metncce von 
laemmli (2^) mit OTT (Oithiothreitoi) reauziert und auf Minigelen (Hofer. 55x30x0.75 mm. 15 3 M getrsnnt: 
als Molekulargewichtsmarker wurde der im Vorversuch 3 angegebene verwendet. Oie Farbung erfolgte rtisr 
der Methode von Oakley (Oakley, et al.. 1 936). Oas E!ektropherogramm 1st in Fig. 9 dargesteilt. Es ;*§e 1 
erne emzige Bande bei einem Moiekuiargewicht von ca. 30 000. I 



s Beispiel i 



a) Tryptic Peptide Mapping 



• • • 

jo Etwa 60 ug des nach Vorversuch id) gerein.gten Proteins wurden uber (Reverse Phase HPLC ent<faj?t , • 
und damn water gereinigt. Dazu wurden eine Sakerbond WP C18 Siiule (8aker: 4.6 x 250 mm) und » ( 
0 i%ige Tnfluoressigsaure in Wasser (Eluens A) bzw. in Acetonitril (Eluens 8) als mobile Phase verwencat: .• 
Oie Gradientensteigerung betrug 20 bis 68% Eluens 8 in 24 min. Oie Oetektion erfolgte parallel bei 2u nn 
und bei 230 nm. Oie TNF-BP enthaltende Fraktion (fletentionszeit etwa 13.0 min) wurde gesammelt. 
js getrocknet und in 60 al t%igem Ammoniumbicarconat geld st. 

Oieser Losung wurden 1% w.w. entsprechend 0.6 ug Trypsin (Soehringer Mannheim) zugesetzt und die 
Reaktionsmischung 6 Stunden bei 37" C inkubiert. Oanach wurden nochmals i% w,w Trypsin zugesetzt und 
die Inkubation uber Nacht fortgesetzt. „..,_, * 

Zur Reduktion der Oisulfidbrucken wurde der Reaktionsansatz anschlieflend mit SO ul * M Harnstort 
und mit 12 u.1 0 5 M Oithiothreitoi versetzt und 2 Stunden bei Raumtemperatur stehengelassen. 

Oie Auftrennung der entstandenen tryptischen Spaltpeptide erfolgte uber Reverse Phase HPLC. woo* 
einp Oiu Pak C18 Saule (Waters. 3.9 t ISO mm. 5 urn Teilchendurchmesser. iQO a Porendurchmesser) 
beiVc und 0 i%ige Trifluoress.gsaure in Wasser (Eluens A) bzw. in Acetonitril (Eluens 8) als mode 
Phase verwendet wurden. Oie Gradientensteigerung betrug 0 bis 55% Eluens B in 55 min. danach wurde 
55". 8 fiir 15 min beibehaiten. Oie Fluflrate betrug i mi/min. die Oetektion erfolgte parallel be. 21 4 nm (0.5 
AUFS) und bei 280 nm (0.05 AUF3). 



b) Sequenzanalyse von tryptischen Peptiden 



Einige der nach a) gewonnenen tryptischen Spaltpeptide von TNF-8P wurden der automat.scnen 
AminosLesequenzanalyse unterworten. Oazu wurden die entsprechenden Fraktionen aus der Reverse 
Phase HPLC gesammelt. getrocknet und in 75 al 70%iger Ame.sensSure geicst. Oiese Losungen wurden 
direW fur die SequenzieLg in einem Applied Biosystems 477 A Pulsed Liquid Phase Sequenator 
as -ingesetzt. Tab.l emhalt die Ergebnisse der Sequenzanalyse der tryptischen Pept.de. «obe, die in 
Klammern angefiihrten Aminosauren nicht m,t Sicherheit nachgewiesen werden konnten. Oie Angace Xaa 
bedeutet. da/3 an dieser Stella die Aminosaure nicht identifiziert werden konnte. 

in der Fraktion 3 konnte die Aminosaure in Pos.tion 6 nicht identifiziert werden. O.e Sequenz -Xaa-Asn-aer- 
fur die Position 5-3 laflt vermu'ten. dafl die Aminosaure 6 in glykosylierw rorm voruegt. 

so in der Fraktion ,7 konnte die Am.nosaure in Position 6 ebenfalls nicht ident.f,z.ert werden. 0,e Sequenz 
-Xaa-Asn-Ser- (bereits in Fraktion 3 aurtretend) fur die Positionen 6 b.s 8 laflt vermu.en. dafl _ ..e 
Amfnosaure 6 in g.ykosy.ierter Form vor.iegt. Oie ersten ,3 Aminosauren der Fraktion , 7 s,n we, gehe d 
identisch m.t der Fraktion 8: bei Fraktion .7 durite es sich som.t um e.n Pept.d handein. das dure 
unvollstandige tryptische Spaltung enistanden .st. sowonnn 

55 Auffallend ist die idemi.at der Fraktion 21 mit den Pos.fonen 7 b,s u der Fraktion 27^ bo 

Fraktion 2. als auch in Frakt.on 27 br.cht die Sequenz nach der Aminosaure Asparag.n (Powoona bz . > 
p,o.z,icn ab. obwoh. h,er ke.ne trypt.sche Spaltung zu erwanen ,s«. O.es 

Lnosaure Asoaragin (Pos.tion 3 in Fraknon 21 bzw. Position .4 ,n Frakt.on 20 d,e C.erm.nae 
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Aminosaure von 7NF-SP sein *<onnte. 

Auffaliend i st die wettgefiende icentitat cer Sequenz der nur in gennger Menge auftreterden Frakticn 
12 mit der m Vorversuch tO bestimmten Necensequenz des N-Termmus. Oad die Proteme der Haupt* una 
Nebensequenz auf emer anaiytischen Reverse Phase HPLC-Sauie (Vorversucn 3b) nicnt trennbar waren. 
5 liefene emen Hinweis dafur. dad es sicn bei cem Protein mit der Nebensequenz um eine am N-Termmus 
vertangerte Form des TNF-8P handeit. die durcn Pro2essierung zum Groflteil in das Protein mit cer 
Hauotsecuenz 'Jberfuhrt wird. 

Fraktion Aminosauresequenz 



1 Asp - Ser - Val - Cys - Pro - Gin - Gly - Lys 

2 Xaa - Xaa - Leu - Ser -(Cys)- Ser - Lys 

3 Asp - Thr - Val - (Cys)- Gly -(Cys)- Arg 



25 



20 



25 



40 



50 



55 
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* * • 
• * 



• • • 



Glu - Asn - Glu - (Cys)- Val - Ser - (Cys) 
Ser - Asn -(Cys ) - Lys 

Glu - Asn - Glu -(Cys)- Val - Ser - (Cys)- 
(Ser)- Asn - (Cys)- Lys - (Lys) 



'0 



Tyr - lie - His - Pro - Gin - Xaa 
- He - Xaa - Xaa - Xaa - Lys 



Asn - Ser 



11 



Glu - Cys - Glu - Ser - Gly - Ser - Phe 
- Ala - Ser - Glu - Asn -(Asn) - (Lys) 



Thr 



20 



25 



JO 



J5 



JO 



50 



12 
13 

14/1 

14/11 

15 



17 



20 



Leu - Val - Pro - His - Leu - Gly - Asp - Arg 

Lys - Glu - Met.- Gly - Gin - Val - Glu - He 

- Ser - Ser - (Cys)- Thr - Val - Asp - (Arg) 

Gly - Thr - Tyr - Leu - Tyr - Asn - Asp - Cys 

- Pro - Gly - Pro - Gly - Gin - 

(Glu) - Met - Gly - Gin - Val -(Glu)- (lie) - 
(Ser)- Xaa - Xaa - Xaa - (Val) -(Asp)- 

Lys - Glu - Met - Gly - Gin - Val - Glu - He 

- Ser - Ser - (Cys) - Thr - Val - Asp - Arg - 
Asp - Thr - Val - (Cys) - Gly - 

Tyr - He - His - Pro - Gin - Xaa - Asn - Ser 

- He - (Cys) - (Cys)- Thr - Lys - (Cys) - His 

- Lys - Gly - Xaa - Tyr - 

Gly I Thr - Tyr.- Leu - Tyr - Asn - Asp - Cys 

- Pro - Gly - Pro - Gly - Gin - Asp - Thr - 
Xaa - Xaa - Arg 



55 
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21- Leu - (Cys) - Leu - Pro - Gin - lie - Glu - 

Asn 

26 Gin - Asn - Thr - Val -(Cys)- Thr - Xaa - 
(His)- Ala - Gly - Phe - (Phe) - Leu - ( Arg ) 

27 Ser - Leu - Glu - (Cys) - Thr - Lys - Leu - 
(Cys)- Leu - Pro - Gin - lie - Glu - Asn 

T^h^n* 1: Axninosauresequenzen der analysierten 

tryptischen Peptide von TNF-BP 



aeispiet 2 



Analyse des C-Terminus 

Oiese Analyse wurde nach dem Pr.nzip der in (Hsieng et al.. 1988) beschriebenen Methode durchge- 
fuhrt. 

Etwa 60 ug des nach Vorversuch 2d) gereinigten Proteins wurden Gber Reverse Phase HPLC entsaizt 
und damit we.ter gereinigt.' Oazu wurden eine Bakerbond WP Ci8 Saule (Baker: 4.6 x 2S0 mm) and 
0 i%ige Trifiuoressigsaure in Wasser (Eluens A) bzw. in Acetonitril (Eluens 3) als mobile Phase verwencet. 
Oie Gradientensteigerung betrug 20 bis 58% £<uens 8 in 24 min. Die Oetekticn ertolgte parallel be. 214 nm 
und be» 230 nm. Oie TNF-3P enthaitende Fraktion (Retentionszeit etwa 13.0 mm) wurde gesammeit. 
getrocknet und in 1 20 al 10 mM Natnumacetat {auf pH 4 gestellt mit i N HCI) gelost. 

Oieser Losung wurden 6 ul Brij 3S (10 mg;ml in Wasser) sowie 1.5 ul Carboxypeptidase P (0.1 mg.ml 
in Wasser. Soehr.nger Mannheim. Nr. 810U2) zugesetzt. Oas entspncht einem Gewichtsverhaitn.s Enzym 
zu Protein von i zu 400 (Frohman et al.. 1988). 

Sofort nach Zusatz des Enzyms wurde eine Probe von 20 ul der Reaktionsmischung entnommen und 
darin die enzymatische Reaktion durcn Ansauern mit 2 ul konzentherter Trifiuoressigsaure und durch 
Gefneren bei • 20 *C unterbrochen. 

Oie Reaktionsmischung wurde im Kuhischrank (ca. S'C) stehengelassen und Proben zu ie 20 ul nacn 
10 20 60 und 120 Minuten entnommen. Oer Rest der Reaktionsmischung wurde we.tere 120 M.nuten oe. 
Raumtemperatur belassen. Alle Proben wurden sofort nach der Entnahme durch Zusatz von 2 ul konzen- 
trierter Trifiuoressigsaure angesauert und be. -20 "C eingefroren. wodurch die enzymatische Reakt.on 

unterbrochen wurde. . . ^ QaM . _ 

Parallel zum beschriebenen Probenansatz mit etwa 60 ug TNF-BP wurde unter .denus.hen Bed.ngun- 
gen ein Reagentienblindwert angesetzt. dem ke.n Protein zugesetzt worden war. 

Nach der letzten Probennahme wurden alle Proben 30 Minuten lang in einem Speed Vac Concemra or 
getrocknet. m.t i0 ul einer Losing aus 2 Teilen Athanol. 2 Teilen Wasser und i Te.l Tr.atnyiam.n ( = 
-Redrying solution" des Picotag-Aminosaureanalysesystems der Fa. Waters) versetzt und nochmals <urz 
getrocknet. Oanach wurden die Proben zur Oerivat.s.erung der vom C-Terminus abgespalteten Amino -saur en 
L ie 20 u. des -Derivation Reagens" (7:i:t:t = Athanol : Wasser : Triathylamin : Phenyhsoth.ocyanat 
Picotag-System) versetzt. 20 Minuten be. Raumtemperatur stehen gelassen und dann i Stunde .n „.n-m 
Speed Vac Concentrator getrocknet. ,o>«ran 
Zur Analyse der derivatisierten Am.nosauren wurden die Proben in 100 ul "Sample O.iuent (Picotag- 
System der Fa.Waters) gelost. Von diesen Losung wurden ,e 50 ul m.t Reverse Phase HPLC <Sau£ 
mobHe Phase und Gradient nach Ong.nalvorschr.ft des Picotag-Systems der Fa.Waters) analys^ u 
Chromatogramme der Proben und Reagent.enblindwerte wurden m,t dem Chromatogramm e-nes analog 
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denvatisieren Gemisches ( 1 00 pMot/Aminosaure) von Standardaminosauren {Fa.3eckman) vergiicren. 

Wie aus den quantitativen £rgebnissen der Picotag-Ammosaureanalyse (Tabeile 2) ersicntiicri ist. 15; 
Asoaragm mit noher Wahrschemiicnkeit die C-terminale Ammosaure von TNF-3P. Neben Ascarag:n 
konnten nach 240 Minuten Reaktionszeit aucn Glutammsaure und in gerrngerer Menge isoieuctn .-iacngewie- 
sen werden. Signifikant uber dem Reagentienbiindvvert liegende Mengen von anderen Ammosauren konncen 
aucn nach 2*0 Minuten Reattionszen nicht gefunden werden. Oieses Srgebms (-ile-Glu-Asn ais £■* 
Ter^musi bestatict die aus der N-terminaien Sequenzterung der tryptischen Peptide 2t und 27 acgeieit^e. 
VermuPjng. die cei diesen Peptiden C-termmal tdentifizienen Ammosauren - ile-Glue-Asn (Seisciel 101 
den C- Terminus von T.NF-8P darsteilen. 

Tabeile 2: ; 



Reaktionszeit 




integratoreinheiten fur 








die Ammosauren 




Isoleucm 


Giutaminsaure 


Aspargin 


0 
10 








20 






33.304 


60 






163.250 


120 






319.470 


240 


85.537 


152.350 


416.570 


Quantitative Auswertung der Picotag-Aminosaureanalyse 


nach Reaktion von Carboxypeptidase P mit TNF-BP 



Methoden zu den Beispielen 3 bis 7: 

in den nachfolgenden Beispielen wurden. sofern nicht ausdriicklich anders angegeben. molekularbioio- 
<->ische Standardmethoden verwendet. die einschlagigen Handbuchern entnommen werden konnen br*. 
d»n von den Hersteilern empfohlenen Bedingungen entsprechen. Um die 8eschre.bung der nacnroigenden 

35 Se-so.ele *u veremfachen. warden oft wiederkehrende Methoden bzw. 8ezeichnungen kurz beschr.eben: 

"ccnneiden" Oder "Verdauen" von ONA bezieht sich auf die katalytische Spaltung der DNA m.rteis 
aestnktionsenoonukleasen (Restriktionsenzymen) an fur diese spezifischen Stellen (Restnktionssteilem. 
flestr.ktionsendonukleasen sind kauflich erhaltlich und warden unter den von den Hersteilern empfohlenen 
Sedingungen (Puffer, flinderserumalbumin (BSA) als Tragerprotein. Dithioihreit (OTT) als Oxidat.onsscnutz) 

i0 angeseczt Restriktionsendonukleasen werden mit einem Groflbuchstaben. meist gefolgt von Kle.nbuchsta- 
oen und normalerweise einer rom.schen Ziffer. bezeichnet. Oie Buchstaben hangen von dem M.kroorgams- 
mus ab aus dem die betreffende Restnktionsendonuklease isoliert wurde (z.B.: Sma I: Serratia mar = 9S ; 
ens) (jblicnerv»eise wird etwa i ug ONA mit einer Oder mehreren Einheiten des Enzyms m erwa 20 u. 
Puff »rio sung geschnirten. Normalerwe.se wird erne Inkubationsdauer von i Stunde be. 37 C ver*endet^ 

45 kann *ber laut den Verwendungsvorschriften des Herstellers variiert werden. Nach dem Schne.den w.rd 
manchmal die s'Phosphatgruppe durch inkubation mit alkalischer Phosphatase aus Kaibsdarm (OP 
-ntf-wi Oies dient zur Verhinderung e.ner ungewijnschten Reaktion der spezrf.schen Stella <n einer 
nachroigenden UgasereakW (z.B. Zirkuiarisierung eines linearisierten Plasmids ohne insert.erong ernes 
zweiten DNA-Fragmentes). Wenn mcM anders angegeben. werden ONA-Fragmente nach dem Schn*cen 

50 mit Restriktionsendonukleasen normalerweise nicht dephosphorylie*. Reaktionsbedingungen lur die lnkuoa- 
tion m.t alkalischer Phosphatase s.nd z.B. dem Mi 3 Cloning und Sequencing Handbucn (Coning . and 
Sequencmg Handbook. Fa Amersham. PI/ 1 29-33/ 1 2) zu entnehmen.Nach der Inkubation w.rd Prote. du cn 
Sxtraktion m,t Phenol und Chloroform enrfernt und die ONA aus der waflrigen Phase durch Zusatz 

55 A,ha "!l,Ke?u"fw'- e^nes bestimmten ONA Fragments bedeutet die Auftrennung der durch den R3Stfik,l ° ns '' 3 '; 
*au ^rnsltenen ONA-Fragmente. z B. auf e.nem t% Agarosege.. Nach der E.ektrophorese U nd d m 
Sich.oarmachen der DNA ,m UV-Ucht durch Anlarben mit Athidiumdromid (EtBr, w,rd das 
Fragment anrtard m.taufgetragener Moiekuiargew.chtsmarker lokaiisiert und durch ~e>tere E.ektropnc 
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an OE 31 Packer (Scnleicner und Schull) geounden. Die ONA wird durch Spiilen mit Niedrtgsalzcuffer 4-2CO 
mM NaCI. 20 mM Tris pH = 7.5. I mM SDTA) gewaschen und anschliedend mit amem Hocnsalzourfer U M 
NaCI. 20 mM Tris pH = 7.5. 1 mM EQTA) etuiert. Oie ONA wird durch Zusatz von Athanoi praztpitiert. 

"Transformation* bedeutet das cinoringen von ONA in amen Organismus. so dad die Qna cert 

5 replizieroar ist. entweder extrachromosomal Oder chromosomaJ integrter;. Transformation von E.coli foigt car 
im Mi 3 Cloning and Sequencing Hancbucn (Cloning and Sequencing HanGbook. Fa. Amersnam. 
Pi. 129 33« 1 2) angegecenen Methode. 

"Sequenzieren" emer ONA cedeutet die Bestimmung der Nukleotidsequenz. Dazu wird zunachst die zu 
seauenzierende ONA mit verschiedenen Restnktionsenzymen geschnitten, und die Fragmente wercen m 

io entscrechend geschnittene Ml 3 mp3. mp9. mpi3 oder mpt9 Oocpeistrang ONA emgeoracht. ccer es 
werden die ONA mitteis Ultrascnail fragmentiea. die Snden repariert und die groflensetekttonierten Frag* « 
mente in Sma ( geschninene. dephosphoryiierre Mi 3 mp8 ONA eingebracht (Shotgun Methode). Nach cer . 
Transformation von E.coli JM 1 0 1 wird Einzelstrang ONA aus rekombinanten Mi 3 Phagen entsprechend 
dem M13 Cloning and Sequencing manual (Cloning and Sequencing Handbook. Fa Amersnam. 

;s Pl/129'83/12) isotiert und nach der Oidesoxymethode (Sanger et al.. 1977) sequenziert. Als Alternative zur ; 
Verwendung des Ktenowfragment der E.coli ONA Polymerase I bietet sich dabei die T7-0NA Polymerase * 
an ("Sequenase. Fa. United States Biochemical Corporation). Oie Sequenzreaktionen werden entsprecnend I 
dem Handbuch "Sequenase: Step-byStep Protocols for ONA Sequencing With Sequenase" (Version 2.0) 
durchgefuhrr. 

30 Sine weitere Sequenziermethode besteht im Klonieren der zu sequenzierenden ONA in einen Vektor.. 
der unter anderem einen fleplikationsursprung eines ONA-Einzelstrangphagen (Mi 3. fl) tragi (z.B. Bluescri-^ 
be Oder Bluescript M13 von Stratagene). Nach Transformation von E.coli JM101 mit dem rekombinanten* 
Molekul konnen die Transformanten mit einem Helferphagen. z8. M13K07 oder R408 von Promega) mrizrert 
werden. Als Resultat erhalt man eine Mischung aus Helferphagen und verpacktem. einzeistrangigem 

25 rekombinanten Vektor. Oie Aufarbeitung der Sequenziervorlage (Template) erfolgt in Analogie zu der Mi 3 
Methode. Ooppelstrangige Ptasmid*ONA wurde entsprechend dem oben angefiihnen Sequenzierhandbucn 
durch Alkaiibehandtung denaturiert und direkt sequenziert. 

Oie Auswertung der Seauenzen erfolgte mittefs der urspriinglich von R. Staden (Staden et al.. 1932) 
entwickelten und von Ch. Pieler (Pieler, 1987) modifizierten Computerprogramme. 

jo "LigiererT bezieht stch auf den Proze/J der Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen zwei E^en 
von Ooopelstrang-ONA Fragmented Ubiicherweise werden zwischen 0.02 und 0.2 u.g ONA-Fragmente m i0 
al mit etwa 5 units T4-0NA Ligase rUgase") in einer geeigneten Puffertdsung ligiert (Maniatis et al.. 1982). 
-Reparation" von ONA aus Transformanten bedeutet die Isolierung der Plasmid ONA aus Bakterien mitteis 
der alkalischen SOS Methode. modifiziert nach Birnboim und Ooiy. unter Weglassen des Lysozyms. Oabet 

js werden die Bakterien aus 1.5 bis 50 ml Kultur verwendet. 

-Oligonukieotide" sind kurze Polydesoxynukleotide. die chemisch synthetisiert werden. Oazu wurde der 
Applied 8iosy stems Synthesizer Modeil 38 1 A verwendet. Oie Oligonukieotide werden entsprechend dem 
Modell 381 A User Manual (Applied Biosystems) aufgearbeitet. Sequenzprimer werden ohne wettefe 
gung direkt eingesetzt. Andere Oligonukieotide werden bis zu einer Kettentange von 70 durch die OPC - 

40 Methode gereinigt (OPC = Oligonucieotid purification column. Applied 8iosystems. Product Bulletin. 
January 1988). Langere Oligonukieotide werden durch Poly aery lamidgelelectrophorese (6% Acryiam.d. 
0.15% Bisacrylamid. 6 M Harnstorf. TBE-Puffer) gereinigt und nach der Slution aus dem Gel uber erne G-25 
Sepharosesaule entsaizt. 



Seispiel 3 



50 



i 

Hersteltung von TNF-BP-spezifisch'en Hybridisierungssonden 

Oie Auswahl der Oligonukieotide wurde im Hinbiick auf deren Verwendung zur Amplifizierung von cONA 
mitteis PCR getroffen: 

a) Aus der N-terminaien Am.nosauresequenz des TNF-Bindungsproteins (Hauptsequenz. erhalten aus 

Vorversucn 3 und Seispiel i. Fraktion t) 
Aso-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-GlyLys-Tyr-ile-His-Pro-GIn- 

wurde -n Heptapeptid-8ere.cn ausgewahlt. der die n.edr.gste Kompiex.tat e.nes gem.scnten Oi.gonukieo- 
t,ds zum Hybr.disieren an cONA zulaOt: Es s.nd dies d.e Ammosauren 6 bis 12. Urn die Kompiex.tat oes 
Miscnoiigonukleotids herabzusetzen. wurden v.er Mischoiigonukleotide mit emer Kompiex.tat von ,ewe.is -o 
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ner-^esreiit.- Oie Oligonucleotide *urden in Ricntung der mflNA hergesteiit. sie smd scout 2<jm 3 Ence car 
Seouenz ortentiert und identiscn rrut cem ntchtkodierenden Strang des TNF-aP*Gens: 



Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro 

5'CAA GGT AAA TAT ATT CAT CC 3*TNF-BP #3/1 £31-1639 
G G C C C 

A |* 

5'CAA GGC AAA TAT ATT CAT CC 3'TNF-BP #3/2 E3I-1640 
rs G G C C C 

• ■* 

a : 
5'caa gga aaa tat att cat cc 3'tnf-bp #3/3 e3i-1641 
g g c c c : : 

20 

A 



5'CAA GGG AAA TAT ATT CAT CC 3'TNF-BP #3/4 EBI-1642 
25 G G C C C 

A 

3Q b) Aus der Aminosauresequenz sines tryptischen Peptides (Fraktion n des tryptischen Verdaus) der 
Aminosauresequenz 

Glu-Cys-Glu-Ser-GlySer-Phe-Thr-Ala-Saf-(Glu/Cys)-Asn-Asn-Lys (vgl. Seispiel D 

wurde ein Peptid-Sereich ausgewahlt und ein weiterer Sat2 von Mischoiigonukieotiden synthetisiert: 

3S 



•to 



J5 



SO 



55 
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-Phe-Thr-Ala-Ser-Glu-Asn-Asn-Lys 

Cys 

TNF-BP #4/5 (£31-1653): 

3' AAA TGA CGG AGA CTC TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
G G T T T 
T 



TNF-BP $4/6 (E8I-1654): 

3' AAA TGA CGG TCA CTC TTG TTG TT CCTAGGG 5' 

G G T G T : 

TNF-BP #4/7 (E3I-1657): 

3* AAA TGA CGG AGA ACA TTG TTG TT CCTAGGG 5 r 
G G T T G . 
T 

TNF-BP #4/8 (£31-1658): 

3' AAA TGA CGG TCA ACA TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
G G T G G 
T 

Die Oligonukleotide wurden kompiementar zuf mflNA synthetisiert und sind somit zum 5 Ende der 
Sequenz orient.ert. Um das amplifizierre ONA-Fragment im AnschM an die PCR effizient klomeren zu 
kdnnen wurde auch ein BamHl-Unker am 5 Ende der Oligonukleotide vorgesehen. Werden 2.8. die 
Oliqonukleotide TNF-BP #*S-8 geme.nsam mit TNF-BP *3/i-4 fiir die PCR an der gesamten x-ONA e.ner 
Bibliothek eingesetzt. kann ein etwa resultierendes ONA Fragment m.t BamHi nachgeschn.tten werden. O.e 
Partner-Oligonukieotide ergeben ein gerades Ende am s' Terminus, das Fragment kann som.t m die Smal- 
BamHI-Stellen eines geeigneten Vektors kloniert werden. 

jedes Mischoligonukleotid TNF-BP rf« b.s 8 ist eine Mischung aus 48 ©nzeinukieooden und 
berucksichtigt einige Codons nicht. und zwar: 
Thr ACG 

Ala GCG und GCT 
Ser TCG und TCC 

^^^CT wird die Moglichke.t in Setracht gezogen. da/J das zu GCC (Ala) komplementare Triplet: CGG 
durch Ausbildung einer G-T Brugke w.rksam se.n kann. bei TCG (Ser) und AAT (Asn) g.lt dasse.be 
bezughch AGT bzw • TTG.^ (C G-Regel) und wurden deshalb nicht berucksichtigt. 



Beispiel 4 

Amplif.zierung einer fiir TNF-BP kodierenden Teilsequenz aus einer cONA-8ibliothek. 
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a) isotierung. von \*ONA e.ner cONA Sibiicthek 

Oie Hersreilung cer cONA Bibliothek erfoigte nach der >n der EP-A 1-0293 567 fCr die humane 
piazentale cONA Bibliothek beschnecenen Methode mit dem Unterscmed. da/3 ats Ausgangsmatenai 10-' 
Fi'crcsarkomzellen der ZeUinie HS 9 1 3 T. die unter Stimulierung mit numanem TNF-a (10 ng,mi) hocr.ge- 
z-jchtet Borden waren. verwencet wurden. Stan \ gttO wurde \ gtn verwendet (cONA Synthese: Amers" 
ham RPN 1255: EcoRl vercaute \ gtit Arme: Promega Siotsch: in vitro Verpacken der Hgtenen CN^.. 
Gigapack Plus. Stratagene). 

5 ml ces Phagenuberstandes der amplifizierten cONA Bibliothek der humanen Fi'crosarkom Zeiiin.e 
HS913T in \ gtn wurden mit 0.5 ug RNase A und 0.5 ag ONase l versetzt und erne Stunde bei 37 :C 
inkubiert. Oie Mischung wurde 10 mm bei 5000xg zemrifugiert. der Uberstand durcn Extraktion mit Phenol ' 
und Chloroform von Protein cefreit und die ONA aus der wassngen Phase durch Zusatz von E:harjo'l # 
prazipitiert Oie x-ONA wurde in TE-Purfer (10 mM Tris pH = 7.5; 1 mM EDTA) gelost. 

b) PCR Ampltfizierung eirer TNF-3P Sequenz aus einer cONA Bibliothek 

* 
• 

Fur die Anwendung der PCR (Saiki et al.. 1988) auf ONA der HS913T cONA Bibliothek wurden \$' 
Einzelreaktionen durcngefuhrt. in welchen jeweiis eines der 4 Mischoligonukleotide EBM639. E3M640. . 
EBt-1641. EBM642 als erster Primer und eines der vier Mischoligonukleotide ESM653. EBI-1654, «3iJ^ 
l55 7 gei-1658 als zweiter Primer eingesetzt wurde. Jedes dieser Mischoligonukleotide enthalt 48 verschie,^ 
dene Oligonukleotide gleicher Lange. 

Die Amplifizierung mirtels PCR fand in 50 ul Reaktionsvolumen, enthaltend 250 ng x-ONA der cONA- 
Bibliothek. 50 mM KCI. 10 mM Tris pH = 8.3. 1.5 mM MgCl 2 . 0.01% Gelatine. 0.2 mM jedes der 4 desoxy- 
Nukleosidtriphosphate (dATP. dGTP. dCTP. dTTP). je 200 pMol erster und zweiter Primer, 1.25 Einheiten 
Taq Polymerase [Perkin-Elmer Cetus| start. Urn ein Verdunsten zu verhindern, wurde die Losung mit 
einigen Tropfen Miheralot (0.1 ml) uberschichtet. Oie PCR wurde in einem ONA Thermal Cycler (Perktn 
Elmer Cetus) folgendermaflen durchgefuhrt: Oie Proben wurden 5 Minuten auf 94 *C erhitzt. urn die ONA zu 
denaturieren. und anschlieflend 40 Amplifikationszyklen unterworfen. Ein Zyklus bestand aus 40 Sekunden 
Inkubation bei 94* C. 2 Minuten Inkubation bei 55 "C und 3 Minuten inkubation bei 72* C. Am Ende des 
•etzten Zyklus wurden die Proben fur weitere 7 Minuten bet 72 "C inkubiert. urn sicherzusteilen. da/3 die 
letzte Primer-Verlangerung vollstandig verlauft. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurden die Proben m.t 
Phenol und Chloroform von Protein befreit und die ONA mit Athanol prazipitiert. 

5 ul jeder der 15 PCR-Proben wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und die Lange der amplifizierten 
DNA-rragmente nach elektroohoretischer Auftrennung bestimmt Oie starkste ONA Bande. em Fragment 
von 0 16 kb Lange war in den PCR-Proben zu sehen, die mit dem Oligonukleotid EBI-1553 als erstem 
Primer und einem der Oligonukleotide EBM639. EBM640. EBM641 oder E31-1642 als zwe.tem Primer 
amolifiziert worden waren. Oa die m.t dem Pnmerpaar ESM653 und E8M642 amplifizierte Probe die 
groflte Menge an diesem 0.16 kb ONA-Fragment enthielt. wurde diese Probe fur die weitere Aufa.-be.tung 
40 ausgewahlt. 



25 



20 



Beispiel 5: 
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Klonierung und Sequenzierung eines durch PCR Amplifikation gewonnenen ONA-Fragments 

Oas erhaltene PCR-Produkt der Primer £31-1642 und EBM6S3 wurde mit SamHI gescnninen und 
nachfoigend elektrophoretisch' in einem Agarosegel (1.5% Nusieve GTG Agarose plus 1% Seakem G i G 
Agarose. FMC Corporation) nach der Grofle aufgetrennt. Oie Hauptbande. ein ONA Fragment von 0J6 <b 
LSnqe wurde aus dem Gel elektroeluien und mit Ethanol prazipitiert. Dieses ONA Fragment wurde mit 
SamHt/Smal geschn.rtenem Piasmid pUClS (Pharmacia) ligiert und E. co.i JMiOt mit dem Ugat.onsge- 
misch transformiert Oie nach der Min.praoarationsmethode hergesteilten Piasm.de wurden durch Scnne.- 
den mit den Restr.ktionsenzymen Pvull und EcoRl-BamHI und nachfolgender Elektrophorese ,n Agafosege- 
len charakteris.en. Oas Plasm.d pUClS enthalt zwei Schnittstellen fur Pvull. die m e.nem 0.32 <b ON a- 
Fragment die Polykloniersteile Mank.eren. Sehr kurze ONA-insens in der Polyklon.erstelte des Piasm.os 
konnen nach Schne.den m.t Pvull le-chter ,m Agarosegel s.chtbar gemacnt werden. da s.ch d.e Lange urn 
0 32 kb vergrdflert. Ourcn Schneiden mit EcoRI und BamHl kann das m den m.t 3amHl und bma. 
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geschmttenen Piasmidvektor ligierte QNA-Fragment inklusive emiger Sasenpaare der Polyiinkerseauenz 
erhalten werden. Ein Kion .nit dem gewGnschten insert wurde als pTNF-8P38 fcezeichnet. Oas gesam'te 
ONA-insen dieses Klons wurde nacft Subkionieren eines Ecoflt-8amHl Fragments m Mi3mpi8 (Pharmacia) 
nacn der mocifizierten Oicesoxy Methode mit Sequenase (United States Siochermcal Corporation) sequen- 
5 z:err. 

Die Anaiyse der durch PCR-amplifizienen ONA ergab fclgende Sequenz (nur der ntcht kodierence 
Strang ;st abgeoiidet. carucer die abgeleitete Aminosauresequen2); 

5 ? 10 

° Gin Gly Lys Tyr lie His Pro Gin Asn Asn Ser He Cys 

CAG GGG AAA TAT ATT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC 
15 20 25 

;s Cys Thr Lys Cys His Lys CAy Thr T yr Leu Tvr Asn Asp 

TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC 



20 ' 30 35 

Py<; Pro Gly Prn Gl y Rln Aap Thr Asp Cys Arg Glu Cys 
TGT CCA GGC CCG GGG CAG CAT " ACC GAC TGC AGG GAG TGT 

25 

40 - - 45 50 

Glu Ser Gly Ser Phe Thr Ala Ser Glu Asn Asn Lys 

GAG AGC GGC TCC TTC ACA GCC TCA GAA AAC AAC AAG GAT CC 

JO 

Oie ersten 20 und die letzten 29 Nukleotide (in Kursivschrift) entsprechen den Sequenzen der Primer- 
Oligonukleotide EBM642 bzw. dem Komplement von £81-1653. Oie Aminosauren 38 bis 43 bestat.gen d<e 
restliche Sequenz des tryptischen Peptides 1 i. . 
35 waiters enthalt das mittels PCR erzeugte ONA-Fragment die Sequenz des Peptides der Fraktion 20 
des tryptischen Verdaus (Am.nosauren 20. bis 34. unterstrtchen). Oam.t ist erw.esen. da/3 der Kion pTNF- 
8P38 von einer cONA abgeleitet wurde. die fur TNF-8indungsprotetn kodiert. 

pTNF-3P39 stent damit eine Sonde. z.8. 2um Ourchsuchen von cONA-Bibliotheken nach TNF-8P cONAs. 
dar. 

•to 

Beispiel 6: 

-s isotierung von TNF-8P cONA Klonen 

Ca 720 000 Phacen der HS9V3T cONA 8ibliothek in x gtit wurden auf E.coli Y1088 (a lacUi69. 

pro-TnS. tcnA2. hsdR. suoE. supF/'metS. trpR. F"A (pMC9)> piattiea (ca. 60.000 Phagen pro 14.5 cm 

Petrischale. L9-Agar: 10 g,i Trypto'n. 5 g/l Hefeextrakt. 5 g/l Nad. 1.5% Agar. Plattieren ,n Top-Agarose: 0 
so g/ i Trypton. 8 g/l NaCl. 0.3% Agarose). Von jeder Plane wurden zwei Nitrozeilulosehlter-Abzuge hergesteiit. 

Oie Filter wurden vorgewaschen (16 Stunden bei 65 C) in: 

50 mM Tris-HCI pn = 3.0 

i M NaCi 

1 mM EOTA 
55 0.1 % SOS 

Oie Filter wurden zwei Stunden fcei 65 C prahybridisiert in: 

5x S3C (0 9M NaCi. 0.09 M tri-Na-citrat) 

5x Oenhardt's (0.1% Ficoll,0.i% Pdyv.nylpyrrolidon. 0.1% BSA ( = Rinderseoimalbum.n)) 
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0.1% SOS - 



Hersteilung der radioaktiv markienen Sonde: 

5 t - 

pTNr«3P 33 wurde mit 9amHI una EccRI docceit geschnitten und das ca. 0.15 kb insert :sctiert. 0.5 
u.g des inserts m 32 ll! wercen bei 100'C denatunert und mit ie 50 oMol E3I- 1 5^2 und 331- 1 553 :-.*:."-•- 
Adkuhlen auf 30 *C uber tQ Minuten und janes Abkuhlen m Eiswasser gepnmt. Nacn Zusatz von 
10 al a- 3: ?-dCT? (100 tiCi. 3.7 MBq) 
;o 5 til 1 0x Priming Puffer (0.1 M Tns/HCl pH = 3.0. 50 mM MgOz) ; 
2 ill je Jrnm dATP. dGTP. dTTP 

I at PolIK (Klenow Fragment der E.coli ONA Polymerase I. 5 Einheiten) ^ ; 

wurde 90 Minuten bei Raumtemperatur inkudiert. Nach Hitzemaktivierung (10 Minuten auf 70 C) erfoigte* 
das Abtrennen der mcnteingebauten Radioaktivitat durch Chromatography uber Siogei P60G (Siorad) m "E 

/S Purfer (10 mM Tris.HO pH =3. 1 mM EOTA). Eingebaut wurden 55x10* cpm. • * 

Oas Hybridisieren der Filter eriolgte in einem Gesamtvolumen von 30 ml SxSSCSX Oenhardt's-O.i % SOS.* 
plus hitzedenaturiener Hybridisiersonde wahrend 16 Stunden bei 65 C. • #<- 
Oie Filter wurden zweimal 30 Minuten bei Raumtemperatur in 6xSSC0.0i% SOS und einmal ^5 Mir.uten , 
bei Raumtemperatur in 2xSSC0.0t% SOS und dreimal 30 Minuten bei 55* C in 2xSSG0.0i% SOS f 

20 gewaschen. Oie Filter wurden luftgetrocknet und anschlieflend an Amersham Hyperfiim 16 Stunden unter • 
Verwendung einer Verstarkerfolie bei -70 "C exponiert. Insgesamt wurden 30 hybridisierende Plaques* 
identifiziert (X-TNF-BP #1-30). " » 

Oie Regionen mit den hybridisierenden Plaques wurden moglichst prazise ausgestochen. und die Ph'agen 
in 300 til SM Purfer plus 30 at Chloroform eluiert. - 

25 Durch -Plaquereinigung" (Planieren von ca. 200 Phagen pro 9 cm Petrischale beim zweiten Ourchgang. 
bzw. ca. 20 Phagen pro 9 cm Petrischale beim dritten Ourchgang. Fiiterabzuge doppelt. Vortere>ten. 
Hybridisieren und Waschen wie beim erstmaiigen Ourchsuchen bescnrieben) wurden letztlicn 25 hybridisie- 
rende Phagen vereinzelt (X-TNF-BP #1-10. 12-24. 29.30). 



30 

Oarstellung der rekombinanten \-ONA von den Klonen \-TNF-8P *13. 15. 23. 30: 

2x10* Phagen wurden auf E.coli Y1088 in Topagarose (10 g-1 Trypton. 3 g.l NaCl. 0.3% Agarose) 
piattiert (U 5 cm Petrischale mit LB-Agarose (1.5% Agarose. 0.2% Glucose. 10 mM MgSO*. 10 gl Trypton. 
5 q/l Hefeextrakt 5 g/l NaCl) und 6 Stunden be. 37* C inkubiert. Nach Abkuhlen der Piatten (30 Mmuien ce. 
4* C) wurde mit 10 ml X-Oiluent (10 mM TrisHCI pH =8.0. 10 mM MgCl 2 . 0.1 mM EOTA) ubersch.chtet una 
16 Stunden bei 4* C eluiert. Der Uberstand wurde in 15 ml Corex Rohrchen transferiert und 10 Minuten ce. 
15000 rpm und 4*C zentrifugiert (Beckman J2-21 Zentrifuge. JA20 Rotor). Oer Uberstand wurde in 10 ml 
Polycarbonat-Rbhrchen dekannert und bei 50000 rpm, 20* C bis u* = 3xi0'° zentrifugiert (Beckman L3-/0. 
50 Ti Rotor) Oas Pellet wurde in 0.5 ml x-Oiluent resuspendiert und in Eppendorf Rohrchen (M ml) 
transferiert. Nach Zusatz von 5 ug RNase A und 0.5 ug ONasei und Inkubation bei 37 C wahrend 30 
Minuten und ZusaU von 25 al 0.5 M EOTA. 12.5 al 1 M Tris-HCl pH = 3.0. 6.5 ul 20% SOS erfolgte we.tere 
inkubation bei 70* C fur 30 Minuten. Oie x-ONA wurde durch Phenol/Chloroform Extrakt.on gerem.gt und mu 
Ethanoi gefalit. Abschiieflend wurde die ONA in 100 al TE-Puffer gelbst. 
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Beispiel 7: 



Subklonierung und Sequenzierung von TNF-8P cONA Klonen 15 und 23 

Urn die cONAs der Klone \TNF-8Pi5 und \TNF.8P23. die bei der Hybridisierung die starksten Signale 
gezeigt harten, naher zu charakter.s.eren. wurden die cONA-lnserts mit EccRl aus der x-ONA nerausge- 
schnitten nach elektrophoretischer Auhrennung aus einem Agarosegel eluiert und mit Athanoi P'W^ 
Oie ONA-Fragmente von 1.3 kb (von xTNF-BPlS) und l.i kb (von .TNF.3P23) wurden m,t ofll 
ceschnmenem und mit alkalischer Phosphatase aus Kalbsdarm dephosphoryiienem Piasm.dvektor oU ^ 
18 teethesda Research Laboratories) m,t T4 ONA Ligase .igiert und E.coli JMiOi trans orrr,ert. /on 
^inz-lnen Bakterienkolon.en. die nach Selekt.on auf Agaroseplanen mit Amp.oil.n und x-gai <e.n. aa- 
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Farcung aufwiesen. wurde im Mimpraoarationsverfahren ?!asmid-ONA hergesteilt unc durch Scnnetcerrcnit 
EcoRI una Hinaitl das Vornandensem und cie Onentierung aes cONA inserts festgesiefit. Piasmide. die cas 
EcoRI insert der Phagen \TNF-3Pi5 bzw. \TNF-3P23 so orientiert enthielten. dad cas dem 5 *cnce cer 
mRNA entsorecnende Ende dem T7 Promoter sugewandt • st. burden pTNF-3Pi5 bzw. pTNF-3P23 
5 benannt. Die EcoRI inserts von \fNF-3Pi5 und \TNF-3P23 wurden ebenfalls m mit EcoRI geschnirtenen 
und depnosphorylierten Mi3mpi9 Vektor ligiert und S.coii JM101 transformiert. Von emigen wanilcs 
ausgewanlten Ml 3 Klonen wurde Einzeistrang-ONA praqanert und als Voriage fur die Sequenzierung r.acn 
der Oicesoxy-Methode verwendet. 

An Mi 3 Klonen. die die cONA-lnserts in entgegengesetzter Grientierung entnteitsn. wurden mit cem 
to universellen Sequenzierpnmer und spezifisch synthecisierten Oligonukleotidprimern. cie an das cONA-lnsert 
binden. ceide DNA-Strange volistandig sequenziert. 

Oie vollstandige Nukleotiasequenz von 1334 Basen des cONA-lnserts von \TNF-3Pi5 bzw. pTNF*3Pi5 
ist in Fig.t dargesteilt. Oie Sasen 1-5 und 1 323-1 334 entsprechen den EcoRI-Linkern. die bei der 
Herstellung der cONA-Sibliothek an die cONA angefugt worden waren. Oie Nukleotidsequenz des cONA- 
/5 inserts von \TNF-3P23 entspricht der von \rNF*BPi5 (Basen 22- 1 100). flankiert von EcoRI-Linkern. 

Oer Klon \TNF-3P30 wurde ebenralls untersucht; seine Sequenz entspricht \TNF-8P15 mit dem 
Unterschied. da/3 die Sequenz eine Oeietion von 74 bp (Nukleotid 764 bis 337) aufweist. 



20 Seispiel 8 

Konstruktion der Expressionsplasmide pAO-CMVt und pAO-CMV2 

25 Aus Teilen der Expressionsplasmide pC0M8 (Seed und Aruffo. 1987. Seed. 1987: Invitrogen). 
pSV2gptDHFR20 (EP-A1 0321 342) und dem Piasmid Bluescript SK +■ (Short et al.. 1988: Stratagene) 
wurde ein neues Piasmid konstruiert. das etne Multiklonierstelle fur die gerichtete Insertion heteroioger 
ONA-Sequenzen aufweist und sich in E.coli mittels Ampicillinresistenz mit hoher Kopienzahl vermehren la/It. 
Oie intergenische Region von M13 ermbglicht die Herstellung einzeistrangiger Plasmid-ONA minels 

30 Superinfektion der transformierten 3akterien mit einem Helferphagen (z.B. R408 Oder M13K07) zur erleich- 
terten Sequenzieaing und Mutagenese der Plasmid-ONA. Oer T7 Promoter, der der MultikloniersteHe 
vorangeht. ermbglicht die Herstellung von RNA Transkripten in vitro. In Saugetierzeilen ertolgt die Expres- 
sion heteroioger Gene getrieben vom Cytomegalovirus (CMV) Promoter/Enhancer (Boshart et al.. « 985). Oer 
SV4Q Repiikationsursprung ermbglicht in geeigneten Zeltinien (z.B. SV40 transformierte Zellen wie COS-TV 

35 Adenovirus transformierte Zellinie 293 (ATCC CRL1573) die autonome Replikation des Expressionsplasmi- 
des zu hohen Kopienzahlen und damn hohe Raten in transienter Expression. Fiir die Herstellung permanent 
transfcrmierter Zellinien und die nachfolgende Amplifikation der Expressionskassene mirtels Methotrexat 
dient ein modifiziertes Hamster-Minigen (Promoter mit kodierendem Beretch und dem ersten imron) fur 
Dihydrofolatreduktase (OHFR) als Selektionsmarker. 
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a) Herstellung der Vektor- und Promoteranteile durch PCR 

Oas Piasmid Bluescriot SK + wurde mit Hindin linearisiert und 5 ng ONA in einem 100 til PCR Ansatz 
eingesetzt (Reaktionspuffer: SO mM KCl. 10 mM Tris-Cl pH=8.3. 1.5 mM MgCI*. 0.01% (w/v) Gelatine. 0.2 
mM der vie'r Oesoxynukleotidtriphospnate (dAfP. dGTP. dCTP. dTTP). 2.5 Einheiten Taq Polymerase pro 
100 ul). Als Primer wurden )e 50 pmol der synthetischen Oligonukleotide £BI-i 736 (5 • 
GGAATTCAGCCTGAATGGCGAATGGG-3'; bmdet knapp auflernalb v 0 n Mi 3 ori-Regton in Bluescriot Pos. 
475. unabhangig von Ml 3 on-Orientierung) und £31-1729 (5'-CCTCGAGCGTTGCTGGCGTTTTTCC-3j 
bindet an Bluescript an Pos. 119S vor ori. entspricht dem Anfang der 3luescript*Sequenz in pC0M8. 6 
Basen Sergeben Xhol) eingesetzt. Nach 5 Minuten Oenaturieren bei 94* C erfolgte die PCR uber 20 Zyklen 
(40 sec bei 94 *C. 45 sec bei 55 'C. 5 Min bei 72* C. Perkin Elmer Cetus Thermal Cycler). O.e 
Oligonukleotide flankieren die intergenische Region von Ml 3 bzw. den Repiikationsursprung (ori) mn dem 
dazwischenliegenden Gen fur die j-Lactamase. Gleichzeitig wird am Ence des Repiikationsursprungs eme 
Xhol- und am anderen Ende e.ne EcoRI-Schninsteile erzeugt. Oas Reakticnsgem.sch wurde durch Extrak- 
tion mit Phenol-Chloroform von Protein befreit und die ONA mit Ethanoi prazipitiert. Oie erhaltene ONA 
wurde mit Xhol und EcoRI gescnn.rten und nach Etektropnorase m emem Agarosegel em Fragment m.t 2.3 
kb isoiiert. 
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5 ng "nnit Sacil iineartsienes Plasmid pCOMS wurden mil den Qligonukieotiden E31-1733 ( 5 - 
GGTCGACATTGATTATTGACTAG-3'; binder an CMV-Promotorregton (Pos. 15*2) von 0CDM8. entscr:c.-.: 
Pes. i m pAO-CMV. Sall-Stelle fur Klomerung) und 531-1 73-* (S'-GGAATTCCCTAGGAATACAGCGG-l'. 
bmaet an Polyoma origin von 3 5V4Q polyA-Region m pC0M8 (Pes. 3S90)) unter identischen Sedir.gungen 
wie :0r Sluescnpt SK * beschrieben. durch PGR ampiifizien. Oie Oiigonukleotide bmden am 3egmn cer 
CMV-Promoter Enhancer-Sequenz und erzeugen eine Sail Schmttsteiie (£31-1733) bzw. bmden am Erce 
cer S'MO poly-Adenylierungsreile und erzeugen eine EcoRI Schmrtstelle (E3M734). Oas PCR-Prccukt • 
wurce mit Sail und EcoRI geschnitten und em ONA Fragment von 1.3 kb aus emem Agarosegel »soiiert. 

Oie beiden PCR Produkte wurden mit T4 ONA-ligase ligiert. mit dem erhaltenen Ligationsprodukt S.csii^ 
HBiOi transformiert und nach Standardmethoden P!asmid-ONA ampiifizierc und prapanert. Oas Plasmid cerj 
gewunschten Seschaffenheit (siehe rig. 3) wurde pCMV-Mi3 benannt. 

Oer SV40 Replikationsursprung (SV40 on) wurde aus dem Plasmid pSV2gptOHFR20 (EP*Ai 0321342? 
isoiiert. Oazu wurde dieses Plasmtd mit Hindlll und Pvuli doppelt geschnitten und die ONA-Enden durch 
nachfolgende Behandlung mit dem groflen Fragment der E.coli ONA Polymerase (Klenow Enzym) in 
Gegenwart der vier Oesoxynukleotidtriphosphate stumpf gemacht. Ein dabei erhaltenes 0.36 kb ONA 
Fragment wurde aus einem Agarosegel isoiiert und in mit EcoRI linearisiertem 0CMV-M13 ligiert. Ein nach* 
Transformation von E.coli HBiOi erhaltenes Plasmid mit dem SV40 ori in gieicher Orientierung wie das f m 
Lactamase Gen und dem CMV-Promoter wurde pCMV-SV40 benannt. Oie Konstruktion dieses Plasmids ist 
in Fig. 3 dargestellt, • 

• 

b) Mutagenese des OHFR-Gens - • 

2ur Herstellung eines Expressionsplasmids mit einer vielseitigen Multiklonierstelle wurden aus dem 
OHFR Minigen durch gerichtete Mutagenese zwei und durch Deletion drei Restriktionsenzymschnictstelien 
entfernt. Oazu wurde aus dem Plasmid pSV2gptOHFR20 ein 1.7 kb Sglll Fragment, das die gesamte 
kodierende Region des Hamster OHFR-Gens enthalt. in die Sglll Stelle des Plasmids pUC2t9 (IBI) klomert 
und das Plasmid pUCOHFR erhalten. Mit pUCOHFR transformierte E.coli JM109 (Stratagene) Zeiien wurcen 
mit etwa 40-fachem Uberschufl des Helferphagen R408 (Stratagene) infiziert und 16 Stunden cei 27 C m 
L3-Medium geschuttelt. Aus dem Bakterienuberstand wurde einzelstrangige Plasmid-ONA isoiiert. 

Oie gerichtete Mutagenese erfolgte in zwei aufeinanderfolgenden Schritten. wobei das in vitro Mutage- 
nese System RPN1523 (Amersham) ver*endet wurde. Oie am 3eginn von Sxon 2 befindliche EcoRI Scene 
wurde durch Austausch emer Base von GAATTC zu GAGTTC zerstdrt. Oieser Basenaustausch fuhrt zu 
keiner Anderung der kodierten Aminosauresequenz und entspricht auflerdem der Nukleotidsequenz im 
natiirlichen murinen OHFR-Gen (McGrogan et al.. 1985. Mitchell et al., (986). Fur die Mutagenese wurde 
ein Oligonukleotid (Antisense-Orienuerung) der Sequenz 5 *GTACTTGAACTCGTTCCTG-3^ (E3i-i 751) ver- 
wendet. Ein Plasmid mit der gewunschten Mutation wurde. wie oben beschrieben. als Einzeistrang-ONA 
prapariert und die im ersten intron befindliche Pstl Stelle durcn Mutagenese mit dem Oligonukleotid E31- 
1857 (Antisense Orientierung. 5 -GGCAAGGGCAGCAGCCGG-3 ) von CTGCAG in CTGCTG entfernt. Oie 
Mutationen wurden durch Sequenzierung bestatigt und da erhaltene Plasmid pUCOHFR-Mut2 benannt. 

Aus dem Plasmid pUC0HFR-Mut2 wurde das 1.7 kb Bglll Fragment isoiiert und in mit BgiM und BamHl 
doppelt geschnittenes Plasmid pSV2gptOHFR20 ligiert. Nach Transformation von E.coli. Amplication und 
ONA-isolierung wurde ein Plasmid der gewunschten Bescharfenheit erhalten. das als pSV2gptOHFR-Mut2 
bezeichnet wurde. Ourch Schneiden mit BamHl wurde in der 3'*nicht-kodie'enden Region des OHFR Gens 
ein auf die Bglll Stelle folgendes 0.12 kb ONA-Fragmem entfernt. das auflerdem noch eine Kpnl Schmnstel- 
le enthalt. Ourch Verkmipfen der mit Bglll und BamHl entstandenen uberhangenden ONA-Enden wurden 
auch die Erkennungssequenzea fur diese beiden Enzyme zerstdrt. 

Oas Plasmid pCMV-SV40,Wde mit EcoRI und BamHl doppelt geschnitten. die ONA-Enden nacnrci- 
gend mit Klenow-Enzym stumpf gemacht. Oie ONA wurde durch Extraktion mit Phenol-Chloroform und 
Ethanoifallung gereinigt. anschlieflend durch Inkubation mit alkalischer Phosphatase dephosphoryhert und 
die -t 4 kb lange Vektor ONA aus einem Agarosegel isoiiert. 

Oas Plasmid P SV2gptOHFR-Mut2 (Fig.4> wurde mit EcoRI und Pstl doppelt geschnirten und die ONA- 
Enden durch 20 Minuten inkubation bei lTC mit 5 Einheiten T4 ONA-Poiymerase (50 mM Tr.s- hCi 
pH=80 5 mM MgCl 2 . 5 mM Oithiothre.t. 0.1 mM jedes der vier Oesoxynukleotidtriphosphate, 50 ligmi 
Rinderserumalbum.n) stumpf gemacht. Oas 2.4 kb lange ONA-Fragment m.t dem mutieren OHFR-uen 
wurde aus einem Agarosegel .soliert und mit dem wie oben besenrieben prapar.eaen pCMV-SV*0 .tg.en 
Ein nach Transformation von E.coli erhaltenes Plasm.d. das das OHFR-Gen in der selben Onent.erung we 
den CMV-Promoter enthieit. wurde pCMV-SV400HFR benannt. 
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Im letzten Schnrt wurde das OAko *Stuffer"-rragment nach dem CMV-Promoter. cas nocn aus -^em 
Ausgangspiasmid 0COM8 stammte. gegen erne Multiklonierstelle ausgetauscht. Oazu wurde das Piasmid 
pCWV-SV-iOOHFR mit Hindllt und Xbal dcppeit geschmtten und der Vektoranteii aus amem Agarcsegei 
isoliert. Die Multiklonierstelle. geoiidet aus cen beiden Oligonukieotiden E3M323 (S - 
AGCTTCTGCAGGTCGACATCGATGGATCCGGTACCTCGAGCGGCCGCGAATTCT-3 ) und 53l-t329 (5 * 
CTAGAGAATTCGCGGCCGCTCGAGGTACCGGATCCATCGATGTCGACCTGCAGA-3'). enthalt inklusive cer 
fCr die Kicnierung in Htndiil - Xbal kcmpatiblen Snden Restrtktionsschmnsteilen fur die Enzyme P$z\. Sail. 
Cai. 3amHI. Koni. Xhoi. Notl und EcoRl. 

Je J :ig cer beiden Oiigonukleotide wurden in 20 u.1 Reaktionspuffer (70 mM Tris-C! pH = 7.6. 10 mM 
MgCI?. 5 rr.M Oithiothreit. O.i mM ATP) mit 5 Einheiten T4 Polynukleotidkmase eine Stunde bei 37 C 
inkubiert. um die 5 -Enden zu pnosphorylieren. Oie Reaktion wurde durch 10 minutiges Erhitzen auf TO C 
gestccpt und die komplememaren Oiigonukleotide miteinander hybridisien. indem die Probe wettere 10 
Minuter, cei 55 *C inkubiert und anschlieflend langsam auf Raumtemperatur abgekuhlt wurde. 4 ul der 
hybndisierten Oiigonukleotide (100 ng) wurden mit etwa 100 ng Plasmidvektor tigiert und E.coli H8i0i 
transrormiert. Ein Plasmid. das sich mit den Enzymen der Multiklonierstelle (ausgenommen Notl) lineansie- 
ren lie/3, wurde pAO-CMVl benannt. Von vielen getesteten Klonen konnte keiner identifiziert werden. dessen 
Piasmid sich mit Notl schneiden liefl. Oie Sequenzierung zeigte immer die Deletion von einigen 3asen 
innerhalb der Notl Erkennungssequenz. 

!n gleicher Weise wurde mit dem Oligonukieotidpaar 591-1820 (5 * 
AGCTCTAGAGAATTCGCGGCCGCTCGAGGTACCGGATCCATCGATGTCGACCTGCAGAAGCTTG-3) und 
£9M8 21 (S'-CTAGCAAGCT 
TCTGCAGGTCGACATCGATGGATCCGGTACCTCGAGCGGCCGCGAATTCTCTAG-3') das Expressions- 
plasmid pAO-CMV2 hergesielit, das die Restriktionsschnittstellen innerhalb der Multiklonierstelle in umge- 
kehrter Reihenfotge enthalt. Oabei wurde das Plasmid pAO-CMV2 erhalten. das sich mit samtlichen 
Restrikticnsenzymen. etnschliefllich Notl. linearisieren liefl. 

Oie Nukieotidsequenz des 6414 bp groflen Plasmids pAO-CMVl (Fig.S) ist zur Ganze in Fig. 6 
dargesteilt. 

Oie Abscnnitte auf dem Plasmid (angegeben in der Numenerung der Sasen) entscrechen foigenden 
Sequenzen: 

|. 21 £81-1 733. Beginn CMV Enhancer • Promotor (aus COM8) 
632-649 T7 Promotor 

653-713 Multiklonierstelle (Hindltl bis Xbal aus E8I-1323. EBM829) 
714-1412 SV40 Intron und pcly-Adenylierungsstelie (aus CDM8) 

1413-2310 5 nicht kodierende Region und Promotor des Hamster OHFR Gen (aus pSV2gptOHFR20) 
23 tt -2396 Hamster OhFR: Exon 1 

2515 A zu T Mutation zerstort Pstl Stelle m OHFR Iritron 1 
270i-3i73 OHFR Exons 2*3 (kodierende Region) 
2707 A zu G Mutation zerstort ScoRl Stelle 

3272-3273 Deletion zwischen Bglll und 8amHI in OHFR 3'nicht kodierender Region 

3331 Ende OHFR Gen (aus pSV2gptDHFR20) 

3832-4163 SV40 ori (aus pSV2gptOHFR20) 

4 1 70-4648 M 1 3 ori (aus pSluescript SK * ) 

4730-5640 ^-Lactamase (kodierende Region) 

5395-5414 631-1 729. Ende der p8luescnpt Vektorsequenz 

Oie Herstellung der Plasmide pAO-CMVl und pAO-CMV2 ist in Fig.S dargesteilt. 



Seispiet 9 



Konstruktion des Plasmids pAOTNF-SP fur die Expression der losiichen Form von TNF-8P 

Um auf direktem V/eg die sekret.ene Form von TNF-8P herzustellen. wurde in der fur einen Tail des 
TNF.Rezeptors odierenden cONA (vg!.3e.sp.el 7; im folgenden als TNF-R cONA beze.chnet) nach dem 
Codon der C-term.nalen Am.nosaure des naturlichen TNF-8P (AAT. Asn-172: entspricht Pos.20i .n F.g.9) 
em Transla:ionss:cpcodon emgeruhrr. Oadurch wird die Proteinsynthese an dieser Stelle abgebrochen und 
ermcgiicht. TNF-8P direkt in den Zeiiuberstana zu sekretieren. ohne eine nachfoigende. mdgl.cnefwe.se 
gescnw.ndigKe.tsbestimmende Reaktion e.ner proteolytischen Abspaitung .n C-term.naler Richtung geiege- 
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ner Abscnnms des TNF-Re.:eators durcniaufen zu mGssen. 

Gie.cnzeu.g mit cer Eimuhrung ces Stopcodcns mittels PGR wurde c!ie 5 -nicht kcdierence Reg.cn cer 
TNF-R cONA verkurzt. jm das Transiationsstartcodon ernes weiteren orfenen leseranmens (3asen '2-203 
m Fig. 9), der sich 5 vcn cem des TNF-R cefincet. zu enrfernen. und am 5 -or*. 3 -5r.de cer cONA eme 
3amHl bzw. Ecofll Scnnittscelle eingeriihr:. 

1 00 ng mtt Xmnl lineansiertes Plasmid pTNF-3Pi5 (vgl. 3eisoiei 7) wurden mit je 50 omol der 
Oligcr.ukiectide E3M936 (Sense. 5 -CAGGATCCGAGTCTCAACCCTCAAC-3 ) und E3M929 (Antisense. 5 - 
GGGAATTCC7TATCAATTCTCAATCTGGGGTAGGCACAACTTC-3': Einfuhrung zweier Stco-Codons urd.. 
emer EcoRI Stelle) >n einem 1 00 a I PCfl-Ansatz -jber tO Zyklen ampiifizien. Oie Zykluscedingungen waren 
40 Sekunden cei 94* C. 45 Sekuncen bei 55* C und 5 Minuten bei 72* C. Nacn dem letzten Zyklus wurde** 
fur wettere 7 Minuten bei 72 * C inkubiert und die Reaktion durch Extraktion mit Phenol-Chloroform gestcpot. 
Oie ONA wurde mit Ethanol prazipitiert und anschiieflend mit 3amHI und EcoRI doppelt geschnitten. O^s 
entstandene 0JS kb ONA Fragment wurde aus einem Agarosegel isoiien und in mit 3amHI und Ecofl?, 
doppeit geschmttenes Plasmid pT7T3a-l9 (8RL) klomert. Eines der erhaltenen Ptasmide. von cejn , 
aufgrund der Sequenzierung des gesamten inserts fesrgesteilt worden war. dai3 es die gewunscnte Seque*z ^ 
aufwies. wurde pTNF*3P benannt. # 

pTNF-8P wurde mit SamHI und EcoRI geschnitten und das 0.75 kb ONA Insert in das mit SamHl und 
EcoRI geschmttene Expressionspiasrmd pAO-CMVi klomert E!n erhaltenes Plasmid der gewunschtyfl- 
Zusammensetzung wurde pAOTNF-3P benannt (Fig.7A). 



Beispie! 10 

Konstruktion des Plasmides pA08TNF-8P fur die Expression der Idslichen Form von TNF-8P 



Fur eine weitere Variante eines Expressionsplasmides fur die Produktion von sekretiertem TNF-3P 
wurde die 5 -merit kodierende Region der TNF-R cONA gegen die s'-n.cht kodierende Region der humanen 
d-Globin mRNA ausgetauscht. Oer Grund dafiir war die Feststellung. daiJ die Nukleotidsequenz unm.rteibar 
jo vor dem Translationsstartcodon der TNF-R Sequenz deutlich von der fur effiziente Expression eukaryoti- 
scher Gene gefundenen Konsensussequenz (Kozak.1987) abweicht. wogegen die 5 -mcht kodierende 
Region der i-Globin mRNA sehr gut mit dieser Konsensussequenz ubereinstimmt (Lawn et al.. 1980). 
Mirteis des Oligonukleotids EBl-2452 (5 * 

CACAGTCGACTTACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGGGCCTC- 

:s TCCACCGTGC-3 ) das nach e.ner Sail Restr.ktionsschnirtsteile die authentische 5 -nicht kodierende Se- 
quenz -ntsorechend der humanen j-Giob.n mRNA-Sequenz. gefolgt von 20 Basen der kodierenden Region 
von TNF-3P enthielt. wurde in einer PCR die TNF-R Sequenz modifiziert. 100 ng mit EcoRI i.neansiertes 
Plasm.d oTNF-BP wurden in 100 Reaktionsansatz mit je 50 pmol der Oligonukleotide EBl-2452 und E3J- 
1922 (Antisense. 5 -GAGGCTGCAATTGAAGC-3 ;bincet an die huTNF-R Sequenz bet Pos. SSo) m 20 PCR- 

,o Zyklen (40 sec bei 94* C. 45 sec bei 55*0. 90 sec be. 72 'C> amplifiziert. Nach Re.n.gung des PCR- 
Produktes durch Extraktion mit Phenol-Chloroform und Ethanolfallung wurde die ONA m,t Sail und Bgiu 
doppelt geschnitten und das entstandene 0.5 1 kb ONA Fragment aus einem Agarosegel -sohert Oer 
entsprechende Teil der TNF-R Sequenz wurde aus dem Plasmid pTNF-8P durch Schn«den m.t Sail und 
Sglll entfernt der 3.1 kb lange Plasm.dteil aus e.nem Agarosegel isoliert und m.t dem 0.5 1 kb tangen klm- 

jS Produkt ligiert. Nach Transformation von E.coli wurden sieben der erhaltenen Plasmide sequenz.ea. Emes 
dieser Plasmide enthielt genau die gewunscnte Sequenz. Oieses Plasmid wurde p8TNF-3P benannt. 

Oas gesamte Sail - EcoRI Insert von pBTNF-SP wurde in das ebenso geschnittene Express.onsplasm.d 
pAO-CMVi klonier! und das ertfaltene Plasm.d pADSTNF-6P benannt (Fig.78). 



so 



8eispiel 1 1 



isoderung von Ranen TNF-R cONA Kionen 

55 Zunachst wurde eine Ranenh.rn-cONA analog der HS913T cONA S.bliothek (vgl. 8e.sp.ei 4) aus der 
flatten Giia Tumor ZeHin.e Co (ATCC Nr. CCL107) in \-gti 1 hergestellt. . 

500.000 Phagen der Rattenh.rn cONA S.bi.othek m x-gtn wurden. w.e in 8e.sp.ei o beschnebcn. .-urc. 
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HyonCiSierung-gescreent. Als Sonde wurde das garemigte EcsRI insert von oTNF-3P30 (vgi.3e!sc:ei.5i 
verwendet. E-wa 1 00 ng ONA wurden mit I ng Random Hexamer Primer anstatt der spezifiscren 
Oiigcnukleotide. wie in 3eispiel 5 beschnecen. mit (a- :: P]dCTP raaicaktiv markiert. cingebaut wurden 
25xiO' ccm. Oie Hybndisierung der Filter erfolgte unter gietchen 3edingungen wie m Beisciei 5. Oie Fiiter 

s -.vurcen zweimal 30 Minutenbei Paumtemperatur in 2xSSC0.i% SDS und dremnal 30 Minuten bei 55* C in 
2x5SC 0.i%SOS und zweirnal 30 Minuten bei 65 ' C in 0.5xSSC0.5%SOS gewascnen. Oie luftgetrcckneren 
Filter wurden anscrtiieiJeno an Kodak XAR Rb'ntgenrilm 13 Stunden unter Verwencung emer Verstarkerrcue 
.bei -70 C exconiert. insgesamt wurden tQ hybridisierende Ptacues identifiziert und durcn Plaqueremigurg 
vereinzeit. Nach dretmahger Piaqueremigung wurden schlieiliich crei x-Kione (X-raTNF-P *3. 3) vereinzeit 

•o ur.d die Phagen ONA. wie beschneben. cargesrellt. 

Oie Lange der cONA Inserts wurde nach Schneiben der \-ONA mit EcoRI und Auftrennung m emem 
Agarosegel mit 2.2 kb fur die Klone raTNF-R3 und raTNF-R8 und 2 J kb fur K!on raTNF-R4 bestimmt. Die 
EcoRI Inserts der Klone \raTNF-R3 und 3 wurden in ebenso geschmrtenen Mi3mpi9 kloniert und die ONA 
Sequenz mit universellen Sequenzterprimem und spezifisch synthetisierten Oligonukleotidprimern bestimmt. 

:5 Oie voiistandige Nukleotidsequenz von raTNF-R3 ist in Fig. 3 dargestellt. Oie ersren und letzten siecen 
Sasen emsprechen den EcoRI-Linkern. die bet der Herstellung der cDNA-Bibliothek angefugt worden waren. 



3eispiel 12 

20 

Isoiierung eines Klons. enthaltend die voiistandige fur den humanen TNF-Rezeptor kodierende cONA 

Oie voiistandige cONA des Ratten TNF-R erleichterte die Suche nach dem noch fehlenden 3 -Tail der 
25 humanen TNF*fl cONA. 

Als Sonde fiir die Hybridisierung wurde das 0.4 kb lange PCR-Produkt der Primer £SI-23i5 (5 * 
ATTCGTGCGGCGCCTAG-3 : bindet an TNF-R mit 2. Base von EcoRI. an der TNF-R cONA abbncht) unc 
EBI-2467 (5 -GTCGGTAGCACCAAGGA-3 ; bindet ca. 400 Basen vor poly-A an cONA-Klon. entspricht Pos. 
1 775 in raTNF-R) mit xraTNF-R8 als Vorlage eingesetzt. Dieses ONA Fragment entspricht der Region der 
30 Ratten TNF-R cONA, von der angenommen wurde. dafl sie der. welche der internen EcoRI Steile im 
humanen TNF-R folgt. entspricht. 

2.5xl0 5 cpm der raTNF-R Sonde wurden eingesetzt. um 600.000 Plaques der HS913T cDNA-Bibliothek 
zu hybridisieren. Oie Hybridisierbedingungen entsprachen den in Beisoiel 6 angegebenen. Die Filter wurden 
zweimal 30 Minuten bei Raumtemperatur in 2xSSC0.1%SDS und zweimal 30 Minuten bei 65 C in 
35 2xSSC0.i%SOS gewascnen, an der Luft getrocknet und an Kodak XAR Rdntgenfilm unter Verwendung 
einer Verstarkerfolie 3 Tage bei -70 'C exponiert Sechs positive Plaques wurden identifiziert. in zwei 
weiteren Runden Plaques gereinigt und x-ONA dargestellt (x-TNF-R #2. 5. 6. 8. U. 12). Nach Schneiden 
der \-ONA mit EcoRI wiesen alls Klone eine ONA Bande mit etwa 0.3 kb Lange auf. \TNF-R2 und n 
enthielten zusatzlich em EcoRI Fragment mit 1.3 kb. Oie beiden EcoRI inserts aus XTNF-R2 wurden in die 
EcoRI Steile von Plasmid pUC2i3 (tBl) subkioniert und anschlieflend sequenziert. Oie Sequenz des 1.3 kb 
EcoRI Fragments entsprach der von cONA Klon pTNF-BPiS. das 0.3 kb EcoRI Fragment entspricht dem 3 - 
Abschnitt der TNF-R mflNA und enthalt vor der EcoRI-Unker Sequenz einen poly-A Schwanz mit 16 A 
Resten. \TNF-R2 enthalt demnach die voiistandige kodierende Region des humanen TNF-R. dargestellt m 
Fig.9. 
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Beisoiel 13 

/ 

Konstruktion der Piasmioe pADTNF-fl und pAOSTNF-R lUr die Expression des gesamten humanen TNF- 
Rezeptors 

Zunachst wurde. ahniich wie im Seispiel 9 fur pTNF-BP bzw. pAOTNF-SP beschrieben. ein Piasm.d 
konstru.en. in dem die s'-nicht kodierende Region von P TNF-8P15 verkurzt. im Untersch.ed zu den ,m 
Seispiel 9 beschnebenen Plasmiden ,edoch das 3-Ende von pTNF-BPi5 be.behalten wurde. Oasu -urce 
unter ,dent.schen Bedingungen w,e in Be.soiel 9 m,t dem Oligonukleotid EBM986 und dem Ml 3 -JO 
Universalonmer (S •GTTTTCCCAGTCACGAC-3 ) pTNF-BPiS mit PCR amplifiziert. Oas PCR Produkt wurde 
mit SamHl und EcoRI doopelt geschn.rten und in das Plasmid pT7.T3a-i9 kloniert. Eines der emaltsnen 
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Piasmide *urce pTNF-BPi 53 benannt. 

pTNF-3Pi53 wurde mit 3amHl und ScaRi gescnmtten und das i 26 kb ONA insert m mit 3amw -jna 
EccRi gescr.nirtenes E.xpressionsplasmtd pAO-CMVi kicniert. Sin ernaltenes Piasmid car gewunscr.ten 
2'jsamrr.ensetzung wurde pAQTNF-3Pi5 benannt. 

Oieses Piasmid wurce mit ScoPl lineansiert und m die SchnmsteMe das 0.3 kb Ecofll Fragment. ;sci:er: 
aus \TNF-R2. kicniert. Nach Transformation von E.coii wurden eimge wahllos tsolierte Ptasmide :urcn 
Schneicen mit verschiecenen Restnktionsenzymen auf de korrekte Orientierung des eingesetz:en EccRi 
Fragments ucerpruft. Ein Piasmid. bezeicnnet als pAOTNF-R (Fig.7C). wurde nocn genauer auf korrekte. , 
Orientierung untersucht. mdem das insert ausgehend vom 3 -Ende der msertierten cONA mn cam 
Ofigonukleotid E3I-21 12 (S'-GTCCAATTATGTCACACCO'). das nach der Multiklomersteile an das P!asmi6»- 
pAD-CMVt und seme Oerivate bindet. sequenztert wurde. 

Ein weueres Expressionsplasmid. in dem die 5-nicht kodierende Region des TNF-R gegen die von i- 
Gloom ausgetauscht ist. wurde konstruiert. Piasmid pA08TNF-BP wurde mit 8gill voilstandig gescnnictej.^ 
um das 1.1 kb SglH Fragment zu encfernen. die ONA-Enden wurden nachfolgend mit alkalischer Phosphata- 
se aus Kaiberdarm dephosphoryiiert und der Ptasmidvektor {5.9 kb) mit der i-Giobin 5 -mcht kodierenc^n 
Region des i-Globingens und dem s'-Teil der TNF-R kodierenden Region aus einem Agarosege! isoiiertV 
Piasmid pAOTNF-R wurde mit 8glll geschnitten und das 2.5 kb ONA Fragment, enthaitend den 3 -Abscnntrt 
der TNF-R cONA bis zur Promoterregion des nachfolgenden OHFR-Gens. aus einem Agarosegel isoii4«. 
und in den zuvor praparierten Plasmidvektor kloniert. Ein nach Transformation von E.coli erhaitenes Piasmid. 
mit dem in korrekter Orientierung insertierten Bgill-Fragment wurde pAOBTNF-R benannt (Fig. 70). • # ^ 
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Expression von loslichem TNF-3P in eukaryotischen Zetlinien 
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a) ELISA-Test 

in diesem Se.spiel wurde der Nachweis von TNF*3P mittels ELiSA-Test wie folgt durchgefuhrt: 
96-Napf Mikrotiterplatten wurden pro Napf mit 50 ul 1:3000 verdunntem polyklonaiem Kaninchen-Serum 
(polyklonale Kaninchenantikorper. hergestellt durch Prazipitation von Antiserum ^.! Ammoniumsulfat. End- 
konzentration 50 % Sattigung) gegen naturiiches TNF-3P id Stunden be. 4 C beschichtet. e.nmal m,t 
0 05% Tween-20 in P8S gewaschen und fre.e Bindungsstellen mit 150-200 ul 0.5% Rinderserumaibum.n. 
0 05% Tween-20 in PBS (P8S/8SSTween) etne Stunde bei flaumtemperatur btockiert. Die Napre wurden 
einmal mit 0 05% Tween-20 in PBS gewaschen und 50 ul Zelluberstand Oder bekannte Mengen von 
naturlichem TNF-BP (vgl. Tab.3 und *> und 50 ul einer 1 :i0.000-fachen Verdunnung e.nes polyklonaien 
Mauseserums gegen TNF-BP aufgetragen und zwei Stunden bei Raumtemperatur mkub.ert. Anschheflend 
wurden die Napfe dreimal mit 0.05% Tween-20 in PBS gewaschen und 50 ul Kaninchen ant.-Maus ig- 
P-roxidase Konjugat (Oako Pi6i: i 5000 in P3S8SA/Tween). zugegeben und weitere zwe. Stunden be. 
Raumtemperatur inkubiert. Oie Napfe wurden dreimal mit Tween,P8S gewaschen ™ 
Orthophenylendiamin (3 mgiml) und Na-Perborat (1 mg/ml) in 0.067M Kalium-Citrat pH 5 0. t00 uLNapf. 20 
Minuten bei Raumtemperatur unter LicmschuU durchgefiihrt. Nach Zugabe von 100 ul 4N H 3 SO. wurde die 
Farb.ntens.tat bei e.ner Wellenlange von'492 nm in einer Mikrcfilmplanen-Photometer photometnsch 
gemess'en. 

b> Traosiente Expression von loslichem TNF-3P in eukaryotischen Zellinien 

Etwa 10' 2-llen (COS-7) pro 80 mm Petrischale wurden 24 Stunden ver der Transition in RPMM640 
Medium m.t 10% hiueinaktiviertem fotalem Kaiberserum angesetzt und bei 37 C in 5% CO: Atmosphare 
inkubiert Oie Zei.en wurden mit einem Gumm,schaber von der Pe.nschale geiost und M,nu.en be- 200 
UOM bei Raumtemperatur abzentnfugiea (Heraeus Minifuge. Ausschw.ng-Rotor 336 «). *nm rn. 5 m 
serum.re.em Medium gewaschen. 5 Minuten be, .200 UpM zenw^ert und ,n . ml Med-urn er e ^ m t 
250 ag,ml OEAE-Oextran und 10 ug Piasm.d ONA (vgl. Tab.3. gere.r.gt durch zwe.mahge C»CI Ocmeg a 
dien,en 29 n,,fugation, suspenaiert Oie Ze.len wurden 40 M.nuten ce. 37 C .nkuD.ert e.nmal m i 5 
Medium m,t .0% Kaiberserum gewaschen und .n 5 ml Medium m.t i00 ag ml Chtaroqu.n suspend^. Ce 
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Zellen ~ur C *n f ne Stunce be, 37" C .nkub.ert. e.nmal mit Medium g S ~aschen und r-,, ,n . ' 



Tabeile 3: 



Zeiimie 


COS-7 


ohne Piasmicl 

pAOTNF-SP 

0A08TNF-3P 


< 5 ng/ml 
7.5 ng/ml 
1^6 ng/ml 



c) Herstellung permanent TNF-3P produiierender Zellinien 

Oie Oihydrofolatreduktas^OHFRj^efijiente Hamster Ovarial Zellinie CHO OUKX ail (Uriaub und Cha- 
s.n ,980) wurde mit Plasm.d pADBTNF.BP m.rtels Kalzium-Phospha, Pra*pi,ation transfer, (Cur™, 
protocols ,n mo.ecu.ar biology. ,987). Vier dicht bewachsene ZeHkultur-Flaschchen (25 cm' S ml KuUurrne 
d.um pro Flascnchen) wurden mit je 5 ug ONA transfer* nach vierstundiger Inkubat.on bei 37* C wu.de 
das Medium entfemt und durch je 5 ml Selektionsmedium (MEM alpha Medium mit io % dialysierrem 
lotalem flmderserum) ersetzt. Nach Inkubation uber. Nacnt wurden die Zellen mitteis Trypsin-Ldsup.q 
abgelost: d,e Zellen aus jedem Flascnchen wurden in 2 w 9 i 96-Napf Gewebekulturp,atten aufgeteHt (,00 
ul/Napf .n Selektronsmedium). In etwa wdchentlichen Abstanden wurde frisches Medium zugegeben Nach 

9 Tr V ^ f 0 T Chen k ° nmen in 79 N3p,en Zsl,kl0ne &e <*achtet -erden. Oie Oberstande wurden im S-lSA 
auf TNF-8P Aktivitat getestet. 37 Uberstande ze.gten Aktivitat im ELISA. Oie Ergebnisse des ELISa-T-sb 
emcger posiver Klone ist in Tab.4 dargestellt. 



Tabeile 4: 



Probe 


Absorption bei 492 




nm 


TNF-SP Standard 


1 ng;ml 


0.390 




10 ng/ml 


1.233 




100 ng/ml 


1.375 




Kulturmedium 


0.085 


(Negativkontrolle) 




Klon 


A1G3 


0.468 




A2F5 


0.931 




. A3A12 


0.924 




'■' A488 


0.356 




ASA 1 2 


0.80'6 




A5810 


0.915 




A5C1 


0.966 





Seispiel 15: 
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AnspnJche 

1. ONA. kodierend fur einen TNF-Rezeptor oder fur Fragmente davon. dadurch gekennzeichnet. da/3 sie 
die Formel 

ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAC CTG CTG CTG CCA CTG GTG CTC CTG GAG CTG TTG GTG 
GGA ATA TAC CCC TCA GGG GTT ATT GGA CTG GTC CCT CAC CTA GGG GAC AGG GAG AAG AGA 
GAT AGT GTG TGT CCC CAA GGA AAA TAT ATC CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC TGT ACC 
AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC 
TGC AGG GAG TGT GAG AGC GGC TCC TTC ACC GCT TCA GAA AAC CAC CTC AGA CAC TGC CTC 
AGC TGC TCC AAA TGC CGA AAG GAA ATG GGT CAG GTG GAG ATC TCT TCT TGC ACA GTG GAC 
CGG GAC ACC GTG TGT GGC TGC AGG AAG AAC CAG TAC CGG CAT TAT TGG AGT GAA AAC CTT 
TTC CAG TGC TTC AAT TGC AGC CTC TGC CTC AAT GGG ACC GTG CAC CTC TCC TGC CAG GAG 
AAA CAG AAC ACC GTG TGC ACC TGC CAT GCA GGT TTC TTT CTA AGA GAA AAC GAG TGT GTC 
TCC TGT AGT AAC TGT AAG AAA AGC CTG GAG TGC ACG AAG TTG TGC CTA CCC CAG ATT GAG 
AAT GTT AAG GGC ACT GAG GAC TCA GGC ACC ACA GTG CTG TTG CCC CTG GTC ATT TTC TTT 
GGT CTT TGC CTT TTA TCC CTC CTC TTC ATT GGT TTA ATG TAT CGC TAC CAA CGG TGG AAG 
TCC AAG CTC TAC TCC ATT GTT TGT GGG AAA TCG ACA CCT GAA AAA GAG GGG GAG CTT GAA 
GGA ACT ACT ACT AAG CCC CTG GCC CCA AAC CCA AGC TTC AGT CCC ACT CCA GGC TTC ACC 
CCC ACC CTG GGC TTC AGT CCC GTG CCC AGT TCC ACC TTC ACC TCC AGC TCC ACC TAT ACC 
CCC GGT GAC TGT CCC AAC TTT GCG GCT CCC CGC AGA GAG GTG GCA CCA CCC TAT CAG GGG 
GCT GAC CCC ATC CTT GCG ACA GCC CTC GCC TCC GAC CCC ATC CCC AAC CCC CTT CAG AAG 
TGG GAG GAC AGC GCC CAC AAG CCA CAG AGC CTA GAC ACT GAT GAC CCC GCG ACG CTG TAC 
GCC GTG GTG GAG AAC GTG CCC CCG TTG CGC TGG AAG GAA TTC GTG CGG CGC CTA GGG 
CTG AGC GAC CAC GAG ATC GAT CGG CTG GAG CTG CAG AAC GGG CGC TGC CTG CGC GAG 
GCG CAA TAC AGC ATG CTG GCG ACC TGG AGG CGG CGC ACG CCG CGG CGC GAG GCC ACG 
CTG GAG CTG CTG GGA CGC GTG CTC CGC GAC ATG GAC CTG CTG GGC TGC CTG GAG GAC ATC 
GAG GAG GCG CTT TGC GGC CCC GCC GCC CTC CCG CCC GCG CCC AGT CTT CTC AGA TGA 
Oder Abschnitte davon auf*eisi. etnschiiertlich ihrer degenerierten Vartamen. 

2. ONA nach Anspruch I. kodierend fur sekretterbares TNF-bindenoes Protein, dadurch gekennze.cn- 
net. da/I sie die Formel 
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•*0 



20 



35 





GAT 


AGT 


GTG 


TGT 


CCC 


CAA 


GGA 


AAA 


TAT 


ATC 


CAC 


CCT 


CAA 


AAT 


AAT 


TCG 


ATT 


TGC 


TGT 


ACC 


AAG 


TGC 


CAC 


AAA 


GGA 


ACC 


TAC 


TTG 


TAC 


AAT 


GAC 


TGT 


CCA 


GGC 


CCG 


GGG 


CAG 


GAT 


ACG 


GAC 


TGC 


AGG 


GAG 


TGT 


GAG 


AGC 


GGC 


TCC 


TTC 


ACC 


GCT 


TCA 


GAA 


AAC 


CAC 


CTC 


AGA 


CAC 


TGC 


CTC 


AGC 


TGC 


TCC 


AAA 


TGC 


CGA 


AAG 


GAA 


ATG 


GGT 


CAG 


GTG 


GAG 


ATC 


TCT 


TCT 


TGC 


ACA 


GTG 


GAC 


CGG 


GAC 


ACC 


GTG 


TGT 


GGC 


TGC 


AGG 


AAG 


AAC 


CAG 


TAC 


CGG 


CAT 


TAT 


TGG 


AGT 


GAA 


AAC 


CTT 


TTC 


CAG 


TGC 


TTC 


AAT 


TGC 


AGC 


ITU 




CTC 
LIU 


A AT 






*J 1 w 




CTC 


TCC 


TGC 


CAG 


GAG 


AAA 


CAG 


AAC 


ACC 


GTG 


TGC 


ACC 


TGC 


CAT 


GCA 


GGT 


TTC 


TTT 


CTA 


AGA 


GAA 


AAC 


GAG 


TGT 


GTC 


TCC 


TGT 


AGT 


AAC 


TGT 


AAG 


AAA 


AGC 


CTG 


GAG 


TGC 


ACG 


AAG 


TTG 


TGC 


CTA 


ccc 


CAG 


ATT 


GAG 


AAT 















aufweist. wobei R 2 gegebenenfails fehlt Oder eine Uif ein in vivo abspaltbares (Poly)peptid kodierende ON A * t 

darstellt. einschliedlich ihrer degenerierten Varianten. 
25 3. ONA nach Anspruch 2. kodierend fiir sekretierbares TNF bindendes Protein, dadurch gekennzeich- 

net. da/I sie die in Anspruch 2 definierte Formet aufweist. wobei R 2 eine zur Ganze Oder teilweise fur eine 

Signalsequenz kodierende ONA darstellt. 

4. ONA nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. da/3 dad R 2 die Formei CTG GTC CCT CAC CTA 

GGG GAC AGG GAG AAG AGA aufweist. 
:o 5. ONA nach Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet. da/3 R 2 fur R 3 CTG GTC CCT CAC CTA GGG GAC 

AGG GAG AAG AGA stent, wobei R 3 eine fur em Signalpeptid kodierende ONA darstellt. 

6. ONA nach Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet. da/3 R 3 fiir 

ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAC CTG CTG CTG CCA CTG GTG CTC CTG GAG CTG TTG GTG 
GGA ATA TAC CCC TCA GGG GTT ATT GGA 
stent. 

7. Nukleinsauren. dadurch gekennzeichnet. dafl sie mit der im Anspruch i defimerren ONA Oder 
Abschn.tren davon unter Bedingungen niedriger Stringenz hybridisieren und fiir ein Polypeptid mit der 
Fahigkeit. TNF zu binden. kodieren Oder die fiir ein solches Polypep'-id kodierende Sequenz enthalten. 

3. Rekombinantes ONA-Molekul. dadurch gekennzeichnet. da/1 es die in Anspruch i definierte ONA- 
40 Sequenz Oder eine degenerierte Vanante Oder mindestens ein Fragment davon enthait. 

9. Rekombinantes DNA-Molekiil nach Anspruch 3. replizierbar in prokaryotischen Oder eukaryotischen 
Wirtsorganismen. dadurch gekennzeichnet. da/3 es. funktionell verbunden mit der in Anspruch 2 definienen 
ONA-Sequenz Oder einer degenerierten Variance Oder mindestens einem Fragment davon. Expressionskon- 
troilsequenzen enthait. 

4S ID! Rekombinantes ONA-Molekul nach Anspruch 9, replizierbar in Saugetierzellen. 

1 1 . Rekombinantes ONA-Molekul nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet. da/3 es e.ne in einem der 
Anspruche 2 bis 6 definierte ONA enthait. 

12. Rekombinantes ONA-fAclekul nach Ansoruch tO. dadurch gekennzeichnet. da/J es die in Anspruch a 

definierte ONA enthait. 

50 t3. Rekombinantes ONA-Molekul nach Anspruch 12 mit der Bezeichnung pAOTNF-8P. 

U. Rekombinantes ONA-Molekul nach Ansprucn 12 mit der 8ezeichnung pAOBTNF-8P. 
15. Rekombinantes ONA-Molekul. replizierbar in prokaryotischen Oder eukaryotischen Wirtsorgamsmen. 
dadurch gekennzeichnet. cJa/3 es eine in Anspruch 1 definierte. gegebenenfalls modifiz.erte. ONA ode' 
mindestens ein Fragment davon entnalt. 
53 13. Rekombinantes ONA-Molekul nach Ansoruch 15. replizierbar in Saugetierzellen. 

17. Rekombinantes ONA-Molekul nach Anspruch 16 mit der Bezeichnung pADTNF*R. 

13. Rekombinantes ONA-Molekul nach Ansoruch t6 mit der Bezeichnung pA08TNF-R. 

19. Wirtsorgan.smus. transform.ert mit mindestens einem der m den Anspruchen M bis u dedmerten 
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rekomomanten ONA-Moiekule. 

20. Wirtsorganismus. transformiert mit einem in den Ansprucr.en 1 5 b»s 1 3 Cefinienen rekomcmani»n 
OtNA-.Mofekul. 

21. Rekomoinantes Polypeptid. dadurch gekennzeichnet. call es von einer m Anspruch i definierten 
? ONA kodiert vvrrd. 

22. Polypeptid nach Anspruch 2i. dadurcn gekennzeichnet. da/3 es der TNF-Rezeotor cer Forme! 

met gly leu ser ;hr val pro asp leu leu leu pro leu val leu leu glu !eu leu val gly ile tyr pro ser gly val lie giy 
feu val pro his feu gly asp arg glu lys arg aso ser val cys pro gin gly lys Eyr ile his pro gfn ash asn ser -ie 
cys cys thr lys cys his lys gly thr tyr leu tyr asn asp cys pro gly pro gly gin aso thr asp cys arg glu cys giu 
io ser gty ser phe thr ala ser glu asn his leu arg his cys leu ser cys ser lys cys arg lys glu met gly gin val glu 
Me ser ser cys thr val asp arg asp thr val cys gly cys arg lys asn gin tyr arg his tyr trp ser glu asn leu che 
gin cys phe asn cys ser leu cys leu asn gly thr val his leu ser cys gin glu lys gin asn thr val cys thr cys his 
ala gly phe phe leu arg glu asn glu cys val ser cys ser asn cys lys lys ser leu glu cys thr lys leu cys leu 
pro gin ile glu asn val lys gly thr glu asp ser gly thr thr val leu leu pro leu val ile phe phe gly leu cys leu leu 
!5 ser leu leu phe ile gly leu met tyr arg tyr gin arg trp lys ser lys leu tyr ser ile vai cys gly lys ser thr pro glu 
j lys glu gly glu leu glu gly thr thr thr lys pro leu ala pro asn pro ser phe ser pro thr pro gly phe thr pro thr 
! leu gly phe ser pro val pro ser ser thr phe thr ser ser ser thr tyr thr pro gly asp cys pro asn phe ala ala pro 
I arg arg glu vai ala pro pro tyr gin gly ala asp pro ile leu ala thr ala leu ala ser asp pro ile pro asn pro leu gin 
lys trp glu asp ser ala his lys pro gin ser leu asp thr asp asp pro ala thr leu tyr ala val val glu asn val pro 
20 pro leu arg trp lys glu phe val arg arg leu gly leu ser asp his glu ile asp arg leu glu leu gin asn gly arg cys 
1 leu arg glu ala gin tyr ser met leu ala thr trp arg arg arg thr pro arg arg glu ala thr leu glu leu leu gly arg val 
\ leu arg asp met asp leu leu gly cys leu gtu asp ile glu glu ala leu cys gly pro ala ala leu pro pro ala pro ser 
* leu leu arg . . 

Oder ein Polypeptid bestehend aus mindestens einem Fragment davon ist. 
25 . 23. Polypeptid nach Anspruch 22. dadurch gekennzeichnet. dafJ es TNF bindendes Protein der Formel 
j asp ser val cys pro gin gly lys tyr ile his pro gin asn asn ser ile cys cys thr lys cys his lys gly thr tyr leu tyr 
i asn asp cys pro gty pro gly gin asp thr asp cys arg glu cys glu ser gly ser phe thr ala ser glu asn his leu 
arg his cys leu ser cys ser lys cys arg lys glu met gly gin val glu ile ser ser cys thr val asp arg aso tnr val 
cys gly cys arg lys asn gin tyr arg his tyr trp ser glu asn leu phe gin cys phe asn cys ser leu cys leu asn 
30 gly thr val his leu ser cys gin glu lys gin asn thr vai cys thr cys his ala gly phe phe teu arg glu asn glu cys 
j val ser cys ser asn cys lys lys ser leu glu cys thr lys leu cys leu pro gin ile giu asn 
1 oder ein funktionelies Fragment Oder Oerivat mit der Fahigkeit, TNF zu binden, ist. 

2<t. VQrfahren zur Herstellung eines Polypeptids nach Anspruch 23. dadurch gekennzeichnet. datf ein m 
Anspruch 19 definierter Wirtsorganismus gezuchtet und das exprimierte Protein isoliert wird. 
35 25. Verfahren zur Herstellung von rekomdinantem TNF-Rezeptor Oder Fragmenten oder Modifikationen 
davon. dadurch gekennzeichnet. daiJ ein in Anspruch 20 definierter Wirtsorganismus gezuchtet und das 
exprimierte Protein isoliert wird. 

26. Verwendung eines in den Anspruchen 21 und 22 definierten Polypeptids zum Untersuchen vcn 
Substanzen auf ihre Wechselwirkung mit diesem Polypeptid und/oder mit TNF-a und/oder mit TNF-J 

jo und/oder auf ihre Seeinflussung der biologischen Wirkung von TNF-a und/oder TNF-i. 

27. Verwendung eines in Anspruch 20 definierten Wirtsorganismus zum Untersuchen von Substanzen 
auf ihre Wechselwirkung mit dem TNF-Rezeptor und/oder ihre Beeinflussung der biologischen Wirkung von 
TNF-a, und/oder TNF-rf. 

23. Verwendung eines Polypeptids nach Anspruch 23 zur prophylaktischen oder therapeutischen 
J5 Sehandlung des menschlichen Korpers bei indikationen. bei denen eine schadigende Wirkung von TNF- a 

und Oder TNF- j auftrirt. 

29. Verwendung eines Polypeptids nach Anspruch 23 ais Oiagnostikum zur 3estimmung von TNF-a 
und/oder TNF-3. 

30. Pharmazeutische Zuberettung. dadurch gekennzeichnet. dafl sie als therapeutisch wirksame Kompo- 
50 nente ein in Anspruch 23 definiertes Polypeptid in einer Menge enthalt. die die biologische Wirkung von 

TNF-a und/oder TNF-3 wirksam inhibit. 
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Fig. 1/1 



GAATTC TCTGCACTGAGCCTCCAGTTCTGGCCTTTCCCC 
TTCAAGATCACTGGCACCAGGCCGTGATCTCTATGCCCCAGTCTCAACCCTCAACTCTC 
ACCCCAAGGCACTTGGGACGTCCTGGACAGACCGAGTCCCGGGAAGCCCCAGCACTGCC 

* * * 

GCTGCCACACTGCCCTGAGCCCAAATGGGGGAGTGAGAGGCCA TAG CTG TCT GGC 

SI S5 S10 S15 

Met Gly Leu Ser Thr Val Pro Asp Leu Leu Leu Pro Leu Val Leu 

ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAC CTG CTG CTG CCA CTG GTG CTC 

216 225 234 243 252 

S20 S25 S29 1 

Leu Glu Leu Leu Val Gly He Tyr Pro Ser Gly Val He Gly Leu 

CTG GAG CTG TTG GTG GGA ATA TAC CCC TCA GGG GTT ATT GGA CTG 

261 270 279 288 297 



5 10 15 

Val Pro His Leu Gly Asp Arg Glu Lys Arg Asp Ser Val Cys Pro 

GTC CCT CAC CTA GGG GAC AGG GAG AAG AGA GAT AGT GTG TGT CCC 
306 315 324 333 342 

20 25 30 

Gin Gly Lys Tyr He His Pro Gin Asn Asn Ser He Cys Cys Thr 

CAA GGA AAA TAT ATC CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC TGT ACC 
351 360 369 378 387 



Lys Cys His 
AAG TGC CAC 
396 



Gly Gin Asp 
GGG CAG GAT 
441 



Ala Ser Glu 
GCT TCA GAA 
486 



Arg Lys Glu 
CGA AAG GAA 
531 



Arg Asp Thr 
CGG GAC ACC 
576 



Trp Ser Glu 
TCG AGT GAA 
621 



35 

Lys Gly Thr 
AAA GGA ACC 
405 

50 

Thr Asp Cys 
ACG GAC TGC 
450 

65 

Asn His Leu 
AAC CAC CTC 
495 

80 

Met Gly Gin 
ATG G6T CAG 
540 

95 

Val Cys Gly 
GTG TGT GGC 
585 

110 

Asn Leu Phe 
AAC CTT TTC 
630 



40 

Tyr Leu Tyr 
TAC TTG TAC 
414 

55 

Arg Glu Cys 
AGG GAG TGT 
459 

70 

Arg His Cys 
AGA CAC TGC 
504 

85 

Val Glu He 
GTG GAG ATC 
549 

100 

Cys Arg Lys 
TGC AGG AAG 
594 

115 

Gin Cys Phe 
CAG TGC TTC 
639 



Asn Asp Cys 
AAT GAC TGT 
423 



Glu Ser Gly 
GAG ACC GGC 
468 



Leu Ser Cys 
CTC AGC TGC 
513 



Ser Ser Cys 
TCT TCT TGC 
558 



Asn Gin Tyr 
AAC CAG TAC 

603 



Asn Cys Ser 
AAT TGC AGC 
643 



45 

Pro Gly Pro 
CCA GGC CCG 
432 

60 

Ser Phe Thr 
TCC TTC ACC 
477 

* 75 
Ser Lys Cys 
TCC AAA TGC 
522 

90 

Thr Val Asp 
ACA GTG GAC 
567 

105 

Arg His Tyr 
CGG CAT TAT 
612 

120 
Leu Cys Leu 
CTC TGC CTC 
657 
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125 130 L35 

Asn Gly Thr Val His Leu Ser Cys Gin Glu Lys Gin Asn Thr Val 

AAT GGG ACC GTG CAC CTC TCC TGC CAG GAG AAA CAG AAC ACC GTG 

656 675 684 . 693 702 

140 145 150 

Cys Thr Cys His Ala Gly Phe Phe Leu Arg Glu Asn Glu Cys Val 

TGC ACC TGC CAT GCA GGT TTC TTT CTA AGA GAA AAC GAG TGT GTC 
711 720 729 738 747 

155 160 165 

Ser Cys Ser Asn Cys Lys Lys Ser Leu Glu Cys Thr Lys Leu Cys 

TCC TGT AGT AAC TGT AAG AAA AGC CTG GAG TGC ACG AAG TTG TGC 

756 765 774 783 792 

170 175 180 

Leu Pro Gin lie Glu Asn Val Lys Gly Thr Glu Asp Ser Gly Thr 
CTA CCC CAG ATT GAG AAT GTT AAG GGC ACT GAG GAC TCA GGC ACC 
801 810 819 828 837 

185 190 195 

Thr Val Leu Leu Pro Leu Val lie Phe Phe Gly Leu" Cys Leu Leu 

ACA GTG CTG TTG CCC CTG GTC ATT TTC TTT GGT CTT TGC CTT TTA 
846 855 864 873 882 

200 205 210 

Ser Leu Leu Phe He Gly Leu Met Tyr Arg Tyr Gin Arg Trp Lys 
TCC CTC CTC TTC ATT GGT TTA ATG TAT CGC TAC CAA CGG TGG AAG 
891 900 909 918 927 

215 220 225 

Ser Lys Leu Tyr Ser He Val Cys Gly Lys Ser Thr Pro Glu Lys 

TCC AAG CTC TAC TCC ATT GTT TGT GGC- AAA TCG ACA CCT GAA AAA 
936 945 954 963 972 

230 235 240 

Glu Gly Glu Leu Glu Gly Thr Thr Thr Lys Pro Leu Ala Pro Asn 
GAG GGG GAG CTT GAA GGA ACT ACT ACT AAG CCC CTG GCC CCA AAC 
981 990 999 1008 1017 

245 250 255 

Pro Ser Phe Ser Pro Thr Pro Gly Phe Thr Pro Thr Leu Gly Phe 

CCA AGC TTC AGT CCC- ACT CCA GGC TTC ACC CCC ACC CTG GGC TTC 

1026 1035 1044 1053 1062 

260 265 270 

Ser Pro Val Pro Ser Ser Thr Phe Thr Ser Ser Ser Thr Tyr Thr 

AGT CCC GTG CCC AGT TCC ACC TTC ACC TCC AGC TCC ACC TAT ACC 
1071 1080 1089 1098 1107 

275 280 285 

Pro Gly Asp Cys Pro Asn Phe Ala Ala Pro Arg Arg Glu Val Ala 

CCC GGT GAC TGT CCC AAC TTT GCG GCT CCC CGC AGA GAG GTG GCA 

1116 1125 . 1134 1143 1152 
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Fig. 1/3 



290 295 300 

Pro Pro Tyr Gin Gly Ala Asp Pro lie Leu Ala Thr Ala Leu Ala 

CCA 'CCC TAT CAG GGG GCT GAC CCC ATC CTT GCG ACA GCC CTC GCC 
Hal 1170 1179 1188 1197 

305 310 315 

Ser Asp Pro lie Pro Asa Pro Leu Gin Lys Trp Glu Asp Ser Ala 

TCC GAC CCC ATC CCC AAC CCC CTT CAG AAG TGG GAG GAC AGC GCC 
L2C6 1215 1224 1233 1242 

320 325 330 

His Lvs Pro Gin Ser Leu Asp Thr Asp Asp Pro Ala Thr Leu Tyr 

CAC AAG CCA CAG AGC CTA GAC ACT GAT GAC CCC GCG ACG CTG TAC 
1251 1260 1269 1278 1287 

335 340 
Ala Val Val Glu Asn Val Pro Pro Leu Arg Trp 

GCC GTG GTG GAG AAC GTG CCC CCG TTG CGC TGG AA GG AATTC 
1296 1305 1314 1323 1332 
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Fig. 4 




2x Mutaganasa 




OHFR 
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Fig. 5 




OHFR 
x Hindlll - Xbal 
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Fig. 6/1 

pAD-CMVl 6414 bp 



TCGACATTGA 


TTATTGACTA 


GTTATTAATA 


GTAATCAATT 


ACGGGGTCAT 


TAGTTCATAG 


SO 


CCCATATATG 


GAGTTCCGCG 


TTACATAACT 


TACGGTAAAT 


GGCCCGCCTG 


GCTGACCGCC 


120 


CAACGACCCC 


CGCCCATTGA 


CGTCAATAAT 


GACGTATGTT 


CCCA7AGTAA 


CGCC AATAGG 


130 


GAfTTTC^AT 

UAU 1 1 lUUAA 


TGACGTCAAT 


GGGTCGAGTA 


TTTACGGTAA 


ACTGCCCACT 


TGGCAGTACA 


240 




CATATGCCAA 


GTACGCCCCC 


7ATTGACGTC 


AATGACGGTA 


AATGGCCCGC 


300 


r.TGGCATTAT 


GCCCAGTACA 


TGACCTTATG 


GGACTTTCCT 


ACTTGGCAGT 


ACATCTACGT 


350 


ATTAGTCATC 


GCTATTACCA 


TGGTGATGCG 


GTTTTGGCAG 


TACATCAATG 


GGCGTGGAT A 


420 


GCGGTTTGAC 


TCACGGGGAT 


TTCCAAGTCT 


CCACCCCAT7 


GACG7CAATG 


GGAG7TTGT7 


430 


TTGGCACCAA 


AATCAACGGG 


ACTTTCCAAA 


ATGTCGTAAC 


AACTCCGCCC 


CA77GACGCA 


540 


AATGGGCGG7 


AGGCGTGTAC 


GGTGGGAGGT 


CTATATAAGC 


AGAGCTCTCT 


GGC7AACTAG 


soo 


AGAACCCAC7 


GCTTAACTGG 


CTTATCGAAA 


TTAATACGAC 


TCACTA7AGG 


GAGACCCAAG 


660 


rT^CTGCAGG 

LI 4^1 VA> AW VI 


TCGACATCGA 


TGGATCCGGT 


ACCTCGAGCG 


CGAATTCTCT 


AGAGGATCT7 


720 


TGTrt AAGGAA. 


CCTTAC77CT 

>*>« * 4 f>W 4 * W * 


GTGCTGTGAC 


ATAATTGGAC 


AAACTACCTA 


CAGAGAT7TA 


780 


AAGCTC7AAG 


GTAAATATAA 


AATTTTTAAG 


TGTATAATGT 


GTTAAACTAC 


7GA77C7AA7 


340 


TGTTTGTGTA 

» w 4 4 4 w * w * •* 


TTTTAGATTC 


CAACCTATGG 


AACTGATGAA 


TGGGAGCAGT 


GGTGGAATGC 


900 


' rTT^AATGAG 


GAAAACC7G7 


TTTGCTCACA 


AGAAATGCCA 


TCTAGTGATG 


ATGAGGCTAC 


960 


TGCTGAC7CT 


CAACA7TCTA 


CTCCTCCAAA 


AAAGAAGAGA 


AAGGTAGAAG 


ACCCCAAGGA 


1020 


CTTTCCTTCA 

<w 4 4 4 V*W 4 4 


GAATTGCTAA 


GTTTTTTGAG 


TCATGCTGTG 


TTTAGTAATA 


GAAC7CT7GC 


1080 


TTGCTTTGCT 


ATTTACACCA 


CAAAGGAAAA 


AGCTGCACTG 


CTATACAAGA 


AAA77A7GGA 


1140 


A AiATATTTG 


ATGTATAGTG 


CCTTGACTAG 


AGATCATAAT 


CAGCCATACC 


ACATTTG7AG 


1200 


lr^TTTTACT 
ngu llll 1 


TGCT7TAAAA 

4 wV» 4 4 4 


AACCTCCCAC 


ACCTCCCCCT 


GAACCTGAAA 


CA7AAAATGA 


1260 


A 1 Vjv»/\A 1 1 w * 


TGTTGTTAAC 

4 VJ 4 4 W 4 4 «W»^* 


TTGTTTATTG 


CAGCTTATAA 


TGGTTACAAA 


TAAAGCAA7A 


1320 


GCATCACAAA 


TTTCACAAAT 


AAAGCATT T 1 
CATGTCTGGA 


TTT(~ A£*TGCA 


TTCTAGTTGT 


GG7T7GTCCA 


1330 


AACTCATCAA 


TGTATCTTAT 


TCAATTCTGA 


GAAACTAGCC 


TTAAAGACAG 


1440 


ACAGCTTTGT 


TCTAGTCAGC 


CAGGCAAGCA 


TATGTAAA7A 


AAGTTCCTCA 


GGGAACTGAG 


15C0 


GTTAAAAGAT 


GTATCCTGGA 


CCTGCCAGAC 


CTGGCCATTC 


ACGTAAACAG 


AAGA77CCGC 


1560 


CTCAAGTTCC 


GGTTAACAAC 


AGGAGGCAAC 


GAGATCTCAA 


ATCTATTAC7 


7C7AA7CGGG 


1620 


7AAT7AAAAC 


CTTTCAACTA 


AAACACGGAC 


CCACGGATGT 


CACCCACTT7 


7CC77CCCCG 


1630 


GCTCCGCCCT 


TCTCAGTACT 


CCCCACCATT 


AGCCTCGCTA 


CTCCACCTCC 


ACTTCCGGGC 


17 40 
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Fig. 6/2 

GCGACACCCA CG7GCCC7C7 CCCACCCGAC GC7AACCCC0 CCCC7GCCCC 7CTGACCCCG 1300 

CCCACCACC7 GGCCCCGCCC CGTTGAGGAC AGAAGAAACC CCGGGCAGCC GCACCCAAGG 13 50 

CGCACGCG7A GACGC7GGGG GCGCTGAGGA G7CG7CC7C7 ACCTTCTCTG CTGGCTCGGT 13 20 

GGGGGACGCG G7GCA7C7CA GGC77CCGCA AGAC7GGAAG AACCGGCTCA GAACCGCTTG 19 30 

TCTCCGCGGG GC77GGGCGO CGGAACAA7G GCCGC7AGAC GCGGAC7TGG 7GCGACGCA7 2 0 40 

CGCAGGATGC AGAACAGCAA GCCCGCCGGG AGCGCGCGGC 7G7AC7ACCC CGCGCCTGGA 210 0 

GCGGCCACGC CGGAC7GGGC GGGGCCGGCC TGGTGGAGGC GGAGTCTGAC CTCG7GGAGG 2150 

CGGGCCC7C7 GA7G77CAAA 7AGGATGC7A GGC77G77GA GGCG7GGCC7 CCGA77CACA 222 0 

AG7CCGAAGC AGCGCGCGGC GAC7GCAA77 7CGCGCCAAA C77GGGGGAA GCACAGCG7A 22 3 0 

CAGGC7GCC7 AGG7GA7CGC 7GC7GC7G7C A7GG77CGAC CGC7GAAC7G CA7CG7CGCC 2 3*0 

G7G7CCCAGA A7ATGGGCA7 CGGCAAGAAC GGAGACCT7C CC7GGCCAAT GC7CAGG7AC 2 4 00 

7GGC7GGA77 GGG77AGGGA AACCGAGGCG G77CGCTGAA 7CGGG7CGAG CAC77GGCGG 2 4 60 

AGACGCGCGG GCCAAC7AC7 7AGGGACAG7 CA7GAGGGG7 AGGCCCGCCG GC7GC7GCCC 2 520 

7TGCCCA7GC CCGCGG7GAT CCCCA7GC7G 7GCCAGCCT7 7GCCCAGAGG CGC7C7AGCT 2530 

GGGAGCAAAG 7CCGG7CAC7 GGGCAGCACC ACCCCCCGGA C77GCATGGG TAGCCGCTGA 2 640 

GA7GGAGCC7 GAGCACACG7 GACAGCGTCC C7G77AACGC AG7G777C7C 7AAC777CAG 2700 

GAACGAG77C AAG7AC77CC AAAGAATGAC CACCACC7CC 7CAG7GGAAG G7AAACAGAA 27 60 

CC7GG7GA7T A7GGGCCGGA AAACC7GG7T C7CCA7TCC7 GAGAAGAA7C GACC777AAA 2 8 20 

GGACACAA7T AATATAG7TC 7CAG7AGAGA GC7CAAGGAA CCACCACAAG GAGC7CA7TT 2 3 30 

7C77GCCAAA AGTCTGGACC ATGCCTTAAA ACTTA7TGAA CAACCAGAGT 7AGCAGA7AA 2 9 40 

AG7GGACATG GTTTGGA7AG 77GGAGGCAG T7CCG7T7AC AAGGAAGCCA 7GAA7CAGCC 3000 

AGGCCA7CTC AGAC7C777G 7GACAAGGA7 CA7GCAGGAA 777GAAAG7G ACACG77C7T 30 60 

CCCAGAAATT GA777GGAGA AATA7AAACT 7CTCCCAGAG TACCCAGGGG 7CC777C7GA 3120 

AG7CCAGGAG GAAAAAGCCA ICAAGTATAA A777GAAG7C 7A7GAGAAGA AAGCC7AACA 3130 

GAAAGA7ACT 7GCTGA77GA CTTCAAGTTC 7ACTGCTTTC C7CC7AAAAT TA7GCATTTT 32 40 

7ACAAGACCA 7GGGAC77G7 G7TGGC7TTA GA7CCTGTGC A7CC7GGGCA AC7G77G7AC 3300 

7C7AAGCCAC 7CCCCAAAG7 CA7GCCCCAG CCCCTGTATA A77C7AAACA AT7AGAATTA 33 60 

7777CA777T CA77AG7C7A ACCAGGT7AT A77AAA7ATA C7T7AAGAAA CACCA777GC 3 4 20 

CA7AAAG77C 7CAA7GCCCC 7CCCA7GCAG CC7CAAGTGG C7CCCCAGCA GA7GCA7AGG 3 4 30 

G7AG7G7G7G 7ACAACACAC CCCAAAGACA 7AGAGCCCC7 GAGAGCA7CA GC7GA7A7GG 35 4 0 
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GGGCTCA7 AG 


AGA7AGGAGC 


7AGA7GAA7A 


AG7ACAAAGG 


GCAGAAA7GG 


G7777AACCA 


3 600 


GCAGAGC7AG ' 


AAC7CAGAC7 


77AAAGAAAA 


77AGA7CAAA 


G7AGAGAC7G 


AA77A77C7G 


3 550 


C AC ATC AG AC 


7C7GAGCAGA 


G77C7G77CA 


C7CAGACAGA 


AAA7GGG7AA 


A77GAGAGC7 


3720 


CGC7CCA77G 


7GC7CC77AG 


AGA7GGGAGC 


AGG7GGAGGA 


77A7A7AAGG 


7C7GGAACA7 


3730 


77AAC7TC7C 


CG777C7CA7 


C77CAG7GAG 


A77CCAAGGG 


A7AC7ACAA7 


7C7G7GGAA7 


3340 


G7G7G7CAGT 


7AGGG7G7GG 


AAAG7CCCCA 


GGC7CCCCAG 


CAGGCAGAAG 


7A7GCAAAGC 


3900 


A7GCA7C7CA 


A7TAG7CAGC 


AACCAGG7G7 


GGAAAGTCCC 


CAGGC7CCCC 


AGCAGGCAGA 


39 60 


AG7ATGCAAA 


GCA7GCA7C7 


CAA77AG7CA 


GCAACCA7AG 


7CCCGCCCC7 


AAC7CCGCCC 


4020 


A7CCCGCCCC 


TAACTCCGCC 


CAG77CCGCC 


CA77CTCCGC 


CCCA7GGCTG 


AC7AA77777 


4080 


7T7AT7TATG 


CAGAGOCCGA 


GGCGCC7C7G 


AGC7ATTCCA 


GAAGTAGTGA 


GGAGGC7T7T 


414Q 


7TGGAGGCC? 


AGGCT7T7GC 


AAAAAAGC7A 


A77CAGCCTG 


AATGGCGAAT 


GGGACGCGCC 


4200 


C7G7AGCGGC 


GCA7TAAGCG 


CGGCGGG7G7 


GG7GGTTACG 


CGCAGCGTGA 


CCGC7ACAC 7 


4250 


7GCCAGCGCC 


C7AGCGCCCG 


C7CC777CGC 


777CTTCCCT 


7CC777CTCG 


CCACG77CGC 


4320 


CGGCTTTCCC 


CGTCAAGC7C 


TAAATCGGGG 


GC7CCCTT7A 


GGG7TCCGAT 


77AG7GC777 


4330 


ACGGCACCTC 


GACCCCAAAA 


ACT7GA77AG 


GG7GATGGTT 


CACG7AGTGG 


GCCATCGCCC 


4440 


7GA7AGACGG 


77777CGCCC 


777GACG77G 


GAGTCCACG7 


7C777AATAG 


7GGAC7C7TG 


4500 


77CCAAAC7G 


GAACAACAC7 


CAACCC7A7C 


7CGG7CTA77 


CTT77GAT77 


A7AAGGGA77 


4560 


77GCCGATTT 


CGGCCTATTG 


G77AAAAAA7 


GAGC7GAT77 


AACAAAAA7T 


7AACGCGAAT 


4 620 


TTTAACAAAA 


TATTAACGTT 


7ACAAT7TCA 


GG7GGCAC7T 


TTCGCGGAAA 


7G7GCGCGGA 


4630 


ACCCC7ATTT 


GTTTATTTTT 


CTAAA7ACA7 


7CAAATA7GT 


ATCCGCTCAT 


GAGACAATAA 


4740 


CCCTGATAAA 


TGCTTCAATA 


A7ATTGAAAA 


AGGAAGAG7A 


7GAG7A77CA 


ACA7T7CCG7 


4300 


G7CGCCCTTA 


•TTCCC77T77 


7GCGGCA777 


7GCC7TCC7G 


77TT7GC7CA 


CCCAGAAACG 


4360 


CTGG7GAAAG 


7AAAAGATGC 


7GAAGATCAG 


77GGGTGCAC 


GAG7GGGTTA 


CATCGAAC7G 


4920 


GA7C7CAACA 


GCGGTAAGA7 CpTTGAGAGT 


77TCGCCCCG 


AAGAACGTT7 


TCCAATGATG 


4930 


AGCACTTTTA 


AAGTTCTGCT 


ATGTGGCGCG 


G7ATTATCCC 


GTATTGACGC 


CGGGCAAGAG 


5040 


CAACTCGGTC 


GCCGCATACA 


CTAT7C7CAG 


AATGACTTGG 


7TGAG7ACTC 


ACCAG7CACA 


5100 


GAAAAGCATC 


TTACGGATGG 


CA7GACAGTA 


AGAGAAT7AT 


GCAGTGCTGC CA7AACCA7G 


5160 


AG7GA7AACA 


CTGCGGCCAA 


C7TAC77C7G 


ACAACGA7CG 


GAGGACCGAA 


GGAGC7AACC 


5220 


GC77T777GC 


ACAACA7GGG 


GGA7CA7G7A 


AC7CGCC7TG 


A7CG77GGGA 


ACCGGAGC7G 


5230 


AA7GAAGCCA 


7ACCAAACGA 


CGAGCG7GAC 


ACCACGA7GC 


C7G7AGCAA7 


GGCAACAACG 


5340 
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Fig. 6/4 

77GCGCAAAC 7A77AAC7GG CGAAC7AC77 ACTCTAGCTT CCCGGCAACA AT7AA7AGAC 5 400 

TGGATGGAGG* CGGA7AAAG7 TCCAGGACCA C77C7GCGC7 CGCCCCT7CC GGC7GGC7GG 5 4 60 

" 777A77GC7G ATAAA7C7GG AGCCGGTGAG CGTGGG7C7C GCGG7A7CA7 7GCAGCACTG 5 5 20 

GGGCCACA7G G7AAGCCC7C CCG7A7CG7A G77A7C7ACA CGACGGGGAG 7CAGGCAAC7 5 5 30 

A7GGA7GAAC GAAA7AGACA GA7CGC7GAG ATAGG7GCC7 CACTGA77AA GCA77GG7AA 5 6 40 

C7G7CAGACC AAG777AC7C ATATATACTT 7AGA77GA77 7AAAAC77CA 77777AA777 5 7 00 

AAA-AGGA7C7 AGG7GAAGA7 CC7T777GA7 AATC7CATGA CCAAAA7CCC 77AACCTGAG 5 7 50 

T777CG77CC AC7GAGCG7C AGACCCCG7A GAAAAGATCA AAGGA7C77C 77GAGATCC7 5 3 20 J 

777TT7C7GC GCG7AA7C7G C7GC77GCAA ACAAAAAAAC CACCGC7ACC AGCGG7GG7T 58 30 : 

TG7TTGCCGG ATCAAGAGCT ACCAACTCTT TT7CCGAAGG 7AACTGGCT7 CAGCAGAGCG 5 9 40 

CAGATACCAA A7AC7G7CC7 TC7AG7G7AG CCG7AGT7AG GCCACCAC77 CAAGAAC7CT 5000 

G7AGCACCGC CTACA7ACCT CGC7CTGCTA A7CCTG77AC CAG7GGC7GC 7GCCAG7GGC 60 60 

GA7AAG7CG7 G7C77ACCCG G77GGAC7CA AGACGA7AGT 7ACCGGA7AA GGCGCAGCGG 5120 

7CGGGC7GAA CGGGGGG77C G7GCACACAG CCCAGCT7GG AGCGAACGAC C7ACACCGAA 6130 

C7GAGATACC TACAGCG7GA GCATTGAGAA AGCGCCACGC 77CCCGAAGG GAGAAAGGCG 62 40 

GACAGG7A7C CGG7AAGCGG CAGGG7CGGA ACAGGAGAGC GCACGAGGGA GC77CCAGGG 6300 

GGAAACGCCT GG7A7C777A 7AG7CCTGTC GGG7T7CGCC ACC7C7GAC7 7GAGCG7CGA 5 3 50 
77777G7GA7 GC7CG7CAGG GGGGCGGAGC CTA7GGAAAA ACGCCAGCAA CGCC 
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CAA7TCCTTT TC7CCCAGTT 7TCTCAACTC 7GGC7CA7C A 7CCGCCTTAC TGGATACCAG 53 
AATCCTGGAG. CACCGTACCC 7CATTTCCAT CT ACCTCTG A CTTTCAGCCT TTC7AACCCG 12: 
GGCCTCACGC TGCCAACACC CCCCCCACCT GG7CCCATCG 7C77AC77CA TTCACCAGCG '.3 0 
7TGCCAATTG CTGCCCTG7C GCCAGCCGCA A7GCGGGAGT GAGAGAGGCC AC7GCCGCCC 2-10 
GGAC 

2 45/ 1 275/11 

ATG GCT CTC CCC ATC GTG CCT GGC CTG CTG GTG TCA CTG GTG CTC CTG GCT CTG CTC A7G 
y.ez Giy Leu Pro lie v *i Pro Gly Leu Leu Leu Ser Leu Val Leu Leu Ala Leu Leu xa. 
305/21 335/31 

GGG ATA CAC CCA TCA GGG GTC ACC GGA CTG GTT CCT TCT CTT GGT GAC CGG GAG AAC AGG # 
Giy He His Pro Ser Gly Val Thr Gly Leu Val Pro Ser Leu Giy Asp Arc Glu Lys A r g j 
365/41 395/51 

GAT AAT TTG TGT CCC CAG GGA AAG TAT GCC CAT CCA AAG AAT AAT TCC ATC TGC TGC ACC! 
Asp Asn Leu Cys Pro Gin Giy Lys Tyr Ala His Pro Lys Asn Asa Ser He Cys Cys 7 Mr 
42S/61 455/71 

AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG GTG AGT GAC TGT CCA AGC CCA GGG CAG GAA ACA QTCj 
Lys Cys His Lys Gly Thr Tyr Leu Val Ser Asp Cys Pro Ser Pro Gly Gin Glu Thr Val* 
495/31 51-3/91 

TGC GAG CTC TCT CAT AAA GGC ACC TTT ACA GCT TCG CAG AAC CAC GTC AGA CAG TGT CTC 
Cys Glu Leu Ser His Lys Gly Thr Phe Thr Ala Ser Gin Asn His Val Arg Gin Cys Leu 
54S/101 575/111 

AGT TGC AAG ACA TGT CG3 AAA GAA ATG TTC CAG CTG GAG ATT TCT CCT TGC AAA GCT GAC 
Ser Cvs Lvs Thr Cys Arg Lys Glu Mac Phe Gin Val Giu lie Ser Pro Cys Lys Ala As? 
505/121 * 635/131 

ATG GAC ACC GTG TGT GGC TGC AAG AAC AAC CAA TTC CAG CGC TAC CTG AGT GAG AC 3 CA7 
Mec Aso Thr Val Cys Gly Cys Lys Lys Asn Gin Phe Gin Arg Tyr Leu Ser Giu Thr His 
665/141 695/151 

TTC CAG TGT GTG GAC TGC AGC CCC TGC TTC AAT GGC ACC GTG ACA ATC CCC TGT AAG GAG 
she Gin Cys Val Aso Cys Ser Pro Cys Phe Asn Gly Thr Val Thr lie Pro Cys Lys Glu 
725/161 * 755/171 

AAA CAG AAC ACC GTG TGT AAC TGC CAC GCA GGA TTC TTT CTA AGC GGA AAT GAG TGC ACC 
Lys Gin Asn Thr Val Cys Asn Cys His Ala Giy Phe Phe Leu Ser Giy Asn Giu Cys Thr 
735/131 315/191 

CCT TGC AGC CAC TGC AAG AAA AAT CAG GAA TGT ATG AAG CTG TGC CTA CCT CCA GTT GCA 
P-o Cys Sec His Cys Lys Lys Asn Gin Glu Cys Met Lys Leu Cys Leu Pro Pro vai Ala 
945/201 375/211 

AAT GTC ACA AAC CCC CAG GAC TCA GGT ACT GCC GTG CTG TTG CCT CTG GTT ATC TiC C.A 
Asn Val The Asn Pro Gin Aso Ser Gly Thr Ala val Leu Leu Pro Leu Val lie Phe Leu 
905/221 935/231 

GGT CTT TGC CTT TTA TTC TTT ATC TCC ATC AGT CTA CTG TGC CGA TAT CCC CAG TCG AGC 
Gly Leu Cys Leu Leu Phe Phe He Cys He Ser Leu Leu Cys Arg Tyr Pro Gin Tr? Arg 
955/241 995/251 

CCC AGG GTC TAC TCC ATC ATT TGT AGG GAT TCA GCT CCT GTC AAA GAG GTG GAG GGT GAA 
Pro Arg Val Tyr Ser He lie Cys Arg Asp Ser Ala Pro Val Lys Glu Val Glu Gly Glu 
1025/261 ', 10S5/271 

GGA ATT GTT ACT AAG CCC QTA ACT CCA GCC TCT ATC CCA GCC TTC AGC CCC AAC CC Guw 
Gly He Val Thr Lys Pro deu Thr Pro Ala Sec lie Pro Ala Phe Ser Pro Asn Pro Gly 
1085/231 1115/291 

TTC AAC CCC ACT CTG GGC TTC AGC ACC ACC CCA CGC TTC AGT CAT CCT GTC TCC AGT ACC 
Phe Asn Pco Thr Leu Gly Phe Sec The Thr Pro Arg Phe Ser His Pro val Ser Ser Thr 
1145/301 1175/311 

CCC ATC AGC CCC GTC TTC GGT CCT AGT AAC TGG CAC AAC TTC GTG CCA CCT GTA AGA GAG 
Pco He Sec Pco Val Phe Gly Pro See Asn Trp His Asn Phe Val Pro Pro Val Arg Glu 
1205/321 1235/331 

GTG GTC CCA ACC CAG GGT GCT GAC CCT CTC CTC TAC GGA TCC CTC AAC CCT GTG CCA A.w 
val val Pro Thr Gin Gly Ala Asp Pro Leu Leu Tyr Giy Sec Leu Asn Pro Val Pro He 
1265/341 1295/351 

CCC GCC CCT GTT CGG AAA TGG GAA GAC GTC GTC GCG GCC CAG CCA CAA CGG CTT GAC ACT 
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?:a Ala Pro 
1325/351 
GCA GAC CCT 
Ala Aa? Pro 
•335/331 
TTC ATG CGG 
Phe Met Arg 
1445/401 
CGT TGC CTC 
A eg Cya Leu 
1505/421 
CAC GAG GCC 
His Glu Ala 
1555/441 
CTG GAG AAC 
Leu Glu Ajn 
1525/4S1 
CO A TAA 
Acq SCop 

GCCCTGCTTC 
CTCGATCTGG 
GCCGACCACA 
GACAGCTGAG 
GATACCCACT 
CTGGGCCCT7 
CAACCCTTGA 
CCCCGACTC7 
AAAAAAGGAA 



val 


Arg 


Lys 


T :? 


Glu 


A3? 


val 


Val Ala Ala 


Gin 


Pro 


Gin 


Arg 


Leu 


A3? 


T v - 














1355/371 
















GCG 


ATG 


CTG 


TAT 


GCT 


GTG 


GTG 


GAT GGC GTG 


CCT 


CCG 


AC A 


CGC 


TGG 


AAG 


GAG 


Ala 


Met 


Leu 


Ty c 


Ala 


Val 


Val 


Asa Gly Val 


Pro 


Pro 


Thr 


Arg 


Trp 


Ly 3 


Glu 














1415/391 
















CTC 


CTG 


GGG 


CTG 


AGC 


GAG 


CAC 


GAG ATC GAG 


CGG 


CTG 


GAG 


CTG 


CAG 


AAC 


GGG 


Leu 


Leu 


Gly 


Leu 


Ser 


Glu 


His 


Glu lie Glu 


Arg 


Leu 


Giu 


Leu 


Gin 


Asn 


Gly 














1475/411 
















CGC 


GAG 


GCT 


CAT 


TAG 


AGC 


ATG 


CTG GAA GCC 


TGG 


CGG 


CGC 


CGC 


ACA 


CCG 


CGA 


Arg 


Glu 


Ala 


Hi 5 


Tyr 


Ser 


Met 


Leu Glu Ala 


-?P 


Arg 


Arg 


Arg 


Thr 


Pco 


Arg 












1535/431 
















ACG 


CTC 


GAC 


GTA 


GTG 


GGC 


CGC 


GTG CTT TGC 


GAC 


ATG 


AAC 


CTG 


CGT 


GGC 


TGC 


Thr 


Leu 


A3? 


val 


Val 


Gly 


Arg 


Val Leu Cys 


A3? 


Met 


Aan 


Leu 


Arg 


Gly 


Cys 














1595/451 
















ATC 


CGC 


GAG 


ACT 


CTA 


GAA 


AGC 


CCT GCC CAC 


TCG 


TCC 


ACG 


ACC 


CAC 


CTC 


CCG 


lie 


Arg 


Glu 


Thr 


Leu 


Glu 


See 


Pro Aid His 


Ser 


Ser 


Thr 


Thr 


Hi3 


Leu 





GGCCACACCC 
CCTGTGAACC 
CAGCCACTTC 
GCCTGTGCCA 
GCTGCCAAAA 
TGGGATGCAA 
TTCACAGTAG 
ACTCCCTAAG 
TG7AAATACA 
TTC 



CCACCTCAGG 
TCCTCTTTGG 
CTTGGTGCTA 
GCCACTTGTG 
GCCAGGAGAG 
GGACCCAAAC 
ATAAAACAC7 
GTAGGCGCAA 
CTAAAAATCT 



AAC GGG AC TC 
TCCTC7ACGG 
CCGACTTCGT 
CATGGCAGGG 
CTCATTGTGG 
AAAGCTTCTC 
CTTTGTATTG 
GC AC AG AAC A 
AAAAGTGAAA 



GAACGACCA7 
GGCAGGCTCG 
GTACATACCT 
AAGTGTGCCA 
AGAAAAACCA 
AGGGCCTCCT 
ATTATATCAC 
GTGGGGTCTC 
AAAAAAAAAA 



CC TGC TAG AT 
ATCTGGCAGG 
TTTCCCAGCT 
TCTGCTCCCA 
CAATC7ATCT 
CAGTTGATTT 
ACTAATGGAT 
CAGCTGGAGC 
AAAAAAAAAA 



1630 
1740 
1300 
1350 
1920 
1930 
2040 
2100 
2150 
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CAA77C7C7G GAC7GAGCC7 CCAG7TCTGG CC777GGGG7 7CAAGA7CAC 7GGGACCAGG SO 

CCG7CA7C7C 7A7GCCCGAG 7C7CAACCC7 CAACTG7CAC CCCAAGGCAC 77GCGACG7C 12 0 

C7GGACAGAC CGAG7CCCGG CAAGCCCCAG CAC7GCCGC7 GCCACAC7GC CC7GAGCCCA 130 
AA7CGGGGAG 7GAGAGGCCA 7AGC7G7C7G GC 

213/1 243/il 

ATG GGC C7C 7CC ACC G7G CC7 GAC C7G C7G C7G CCA C7G G7G C7C C7G GAG C7G 77G GTG 
Met Gly Leu See 7hc Val Pro Asp Leu Leu Leu Pro Leu Val Leu Leu Glu Leu leu Val 
273/21 303/31 

GGA ATA TAC CCC 7CA GGG GTT ATT GGA CTG G7C CC7 CAC CTA GGG GAC AGG GAG AAG AG A 
Giy lie 7vr ?co Sec Gly Val lie Gly Leu Val Pro His Leu Gly Asp Ac? Glu Lys Ar? 
333/41 " 363/51 

GAT AGT GTG 7GT CCC CAA GGA AAA TAT ATC CAC CC7 CAA AAT AAT TCG A77 7GC 7G7 ACC 
Asp Sec Val Cys Pro Gin Gly Lys Tyr lie His Pro Gin Asn Asn Sec He Cys Cys 7h: 
393/61 423/71 

AAG 7GC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC 
Lys Cys His Lys Gly Thr Tyr Leu Tyc Asn Asp Cys ?co Gly Pco Gly Gin Asp Thr Aap 
453/31 433/91 

7GC AGG GAG TGT GAG ACC GGC TCC 7TC ACC GCT 7CA GAA AAC CAC CTC AGA CAC 7GC C7C 
Cys Acg Glu Cys Glu Sec Gly Sec ?he The Ala Sec Glu Asn His Leu Arg His Cys Leu 
513/101 543/111 

AGC TGC TCC AAA TCC CGA AAG GAA ATG GCT CAG GTG GAG ATC 7CT 7C7 7GC ACA G7G GAC 
Se- Cys Sec Lys Cys Acg Lys Glu Met Gly Gin Val Glu lie Sec Sec Cys 7hr val Ai? 
573/121 603/131 

CGG GAC ACC G7G TGT GGC TGC AGG AAG AAC CAG TAC CGG CAT TAT TGG AGT GAA AAC CT7 
Acg Asp The Val Cys Gly Cys Acg Lys Asn Gl.n Tyc Arg His Tyc Trp Sec Glu Asn La- 
633/141 663/1S1 

7TC CAG TGC TTC AAT TGC AGC CTC TGC CTC AAT GGG ACC GTG CAC CTC TCC TGC CAG GAG 
Phe Gin Cys Phe Asn Cys Sec Leu Cys Leu Asn Gly The Val His Leu Sec Cys Gin Glu 

693/161 723/171 . . ^ 

AAA CAG AAC ACC GTG 7GC ACC 7GC CAT GCA GG7 77C 777 CTA AGA GAA AAC GAG 

Lys Gin Asn The Val Cys The Cys His Ala Gly Phe Phe Leu Arg Glu Asn Glu Cys Vai 

753/181 733/191 

TCC TGT AGT AAC TGT AAG AAA AGC CTG GAG TGC ACG AAG TTG TGC CTA CCC CAG ATT GAG 
Sec Cys Sec Asn Cys Lys Lys Sec Leu Glu Cys The Lys Leu Cys Leu Pco Gin tie Glu 
813/201 843/211 

AAT GTT AAG GGC ACT GAG GAC TCA GGC ACC ACA GTG CTG TTG CCC CTG CTC ATT TTC 777 
Asn Val Lys Gly Thr Glu Asp Sec Gly The The Val Leu Leu Pco Leu Val lie Phe Phe 
873/221 903/231 

GGT CTT TGC CTT TTA TCC CTC CTC TTC ATT GGT TTA ATG TAT CGC TAC CAA CGG TGG AAG 
Gly Leu Cys Leu Leu Sec Leu Leu Phe He Gly Leu Met 7yc Arg Tyc Gin Arg 7rp Lys 
933/241 963/251 

TCC AAG CTC TAC TCC ATT GTT TGT GGG AAA TCG ACA CCT GAA AAA CAG GGG GAG CTT GAA 
Sec Lys Leu Tyc Sec tie Val Cys Gly Lys Sec The Pco Glu Lys Glu Gly Glu Leu G.u 
993/261 / 1023/271 

GGA ACT ACT ACT AAG CCC CTG GCC CCA AAC CCA AGC TTC AGT CCC ACT CCA GGC TTC ACC 
Gly The The The Lys Pco Leu Ala Pco Asn Pco Sec Phe Sec Pco The Pco Gly Phe Tnr 
10S3/231 1083/291 

CCC ACC CTG GGC TTC AGT CCC CTG CCC AGT TCC ACC TTC ACC TCC AGC TCC ACC TAT ACC 
Pco The Leu Gly Phe Sec Pco Val Pco Sec See The Phe The See Sec Sec The Tyc ..ie 
1113/301 1143/311 

CCC GCT GAC TGT CCC AAC TTT GCG GCT CCC CGC AGA GAG GTG GCA CCA CCC TAT CAG GCv, 
Pco Gly Asp Cys Pco Asn Phe Ala Ala Pco Acg Acg Glu Val Ala Pco Pco Tyc Gin Gly 

CCT 3 GAC l CCC ATC CTT GCG ACA GCC CTC CCC TCC GAC CCC ATC CCC AAC CCC CTT CAG AAG 
Ala Asp Pco lie Leu Ala The Ala Leu Ala Sec Asp Pro He Pco Asn Pco Leu G.n Ly 3 
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GGCTGCGCCC CTGCGGGCAG CTCTAAGCAC CGTCCTGCGA 1620 

GATCGCCTTC CAACCCCACT TTTTTCTGGA AAGGAGGGGT CCTGCAGGGG CAAGCAGGAG 
CTAGCACCCG CCTACTTGGT GCTAACCCCT CGATGTACAT AGCTTTTCTC AGCTGCCTGC 
GCGCCGCCGA CAGTCAGCGC TGTGCGCGCG GACACAGCTG CGCCGTGGGC TCAAGAGCCT 
GAGTGGCTGC TTTGCGAGGA TGAGGGACGC TATGCCTCAT GCCCGTTTTG GGTCTCCTCA 
CCAGCAACGC TGCTCGGGGG CCCCTGGTTC GTCCCTGAGC CTTTTTCACA GTGCATAAGC 
AGTTTTTTTT GTTTTTGTTT TGTTTTGTTT TGTTTTTAAA TCAATCATGT TACACTAATA 
GAAACTTGGC ACTCCTGTGC CCTCTGCCTG GACAAGCACA TAGCAAGCTG AACTGTCCTA 
AGGCAGGGGC G AGC ACG GAA CAATGGCCCC TTCAGCTGGA GCTGTGGACT TTTGTACATA 
CACTAAAATT CTGAAGTTAA AAAAAAAAAA AAAAGGAATT C 
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